L'ubiquitination et le trafic endocytaire régulent la réponse immunitaire de la drosophile by Viargues, Perrine
L’ubiquitination et le trafic endocytaire re´gulent la
re´ponse immunitaire de la drosophile
Perrine Viargues
To cite this version:
Perrine Viargues. L’ubiquitination et le trafic endocytaire re´gulent la re´ponse immunitaire




Submitted on 21 Sep 2015
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de
recherche franc¸ais ou e´trangers, des laboratoires
publics ou prive´s.
 Université Joseph Fourier / Université Pierre Mendès France /  
Université Stendhal / Université de Savoie / Grenoble INP  
THÈSE 
Pour obtenir le grade de 
DOCTEUR DE L’UNIVERSITÉ DE GRENOBLE 
Spécialité : Biologie Cellulaire 








Thèse dirigée par Marie-Odile FAUVARQUE 
 
 
préparée au sein du Laboratoire Biologie à Grande Echelle, 
Institut de Recherches en Technologies et Sciences pour le 
Vivant, CEA Grenoble 
dans l'École Doctorale de Chimie et Sciences du Vivant 
 
L’ubiquitination et le trafic 
endocytaire régulent la réponse 
immunitaire de la drosophile 
 
 
Thèse soutenue publiquement le 8 octobre 2013, 
devant le jury composé de :  
Mr Jean-Marc REICHHART  
Professeur, Strasbourg, France, Rapporteur 
Mr François LEULIER 
Chercheur, Lyon, France, Rapporteur 
Mme Anne-Marie DI GUILMI 
Directrice de Recherche, Grenoble, France, Examinatrice et Présidente 
Mr Christophe TERZIAN 
Professeur, Paris, France, Examinateur 
Mme Marie-Odile FAUVARQUE 
Directrice de Recherche, Grenoble, France, Directrice de thèse 
  
 
Table des matières  
 
  1 
 
Table des matières 
 
Table des matières ............................................................................................... 1 
 
Index des figures .................................................................................................. 4 
 
Liste des abréviations .......................................................................................... 6 
 
Introduction ......................................................................................................... 9 
 A.L’ubiquitination ............................................................................................ 12 
1. L’ubiquitination .............................................................................................................. 12 
a. L’ubiquitine et les protéines ubiquitin-like (Ubl) ......................................................... 12 
b. Le processus d’ubiquitination ....................................................................................... 13 
c. La variabilité des modifications par l’ubiquitine .......................................................... 15 
2. Les déubiquitinases ......................................................................................................... 16 
a. L’action des déubiquitinases ........................................................................................ 16 
b. Les familles de déubiquitinases .................................................................................... 18 
Les Ubiquitin Specific Proteases (USPs) ..................................................................... 19 
Les Ubiquitin C-terminal Hydrolases (UCHs) ............................................................. 20 
Les Ovarian Tumor proteases (OTUs) ......................................................................... 20 
Les protéases Machado Joseph Disease (MJD)........................................................... 21 
Les métalloprotéases aux domaines JAB1/PAD1/MPN (JAMMs) ............................... 21 
c. La spécificité des DUBs ............................................................................................... 22 
La spécificité pour un type d’ubiquitination ................................................................ 22 
La spécificité du substrat .............................................................................................. 24 
La régulation des déubiquitinases ................................................................................ 25 
3. Le destin des protéines ubiquitinées ............................................................................... 28 
 B. L’endocytose ................................................................................................ 31 
1. L’ubiquitination des récepteurs membranaires dans l’endocytose ................................. 31 
2. Le processus d’endocytose ............................................................................................. 32 
3. La machinerie ESCRT .................................................................................................... 34 
4. Les protéines Rab ............................................................................................................ 37 
5. Les DUBs impliquées dans l’endocytose ....................................................................... 39 
a. AMSH ........................................................................................................................... 39 
b. USP8/UBPY ................................................................................................................. 42 
c. Autres DUBs impliquées dans la régulation de l’endocytose des récepteurs .............. 46 




 C. L’immunité ................................................................................................... 49 
1. Le système immunitaire .................................................................................................. 49 
a. La réponse immunitaire ................................................................................................ 49 
b. La reconnaissance du «non soi» ................................................................................... 51 
c. La réponse immunitaire chez la drosophile .................................................................. 53 
2. Les voies de l’immunité .................................................................................................. 54 
a. Les voies Toll de la drosophile et TLRs des mammifères ........................................... 54 
Activation du ligand Spätzle chez la drosophile : ........................................................ 55 
La voie Toll de la drosophile ........................................................................................ 58 
La voie TLR chez les mammifères ................................................................................ 59 
b. Les voies IMD de la drosophile et TNF-R des mammifères ........................................ 62 
c. La régulation par ubiquitination des voies Toll et IMD de drosophile ........................ 66 
L’ubiquitination dans la voie IMD ............................................................................... 66 
L’ubiquitination dans la voie Toll ................................................................................ 68 
3. Les protéines PGRPs de la drosophile ............................................................................ 69 
a. Les protéines PGRP-SA et PGRP-SD .......................................................................... 71 
b. La protéine PGRP-LE ................................................................................................... 72 
c. La protéine PGRP-LF ................................................................................................... 73 
d. Le récepteur immunitaire PGRP-LC ............................................................................ 74 
4. L’endocytose des récepteurs immunitaires ..................................................................... 77 
a. Endocytose du récepteur TLR4 des mammifères ......................................................... 77 
b. Endocytose des récepteurs TNF-R des mammifères .................................................... 79 
c. Endocytose du récepteur Toll de Drosophila ............................................................... 80 
5. Immunité innée et pathologies ........................................................................................ 81 
 
Résultats .............................................................................................................. 83 
 A. Le récepteur immunitaire PGRP-LC est régulé par ubiquitination et 
endocytose ......................................................................................................... 85 
1. Démarche scientifique et résumé de l’article .................................................................. 85 
2. Article Viargues et al. (en préparation) .......................................................................... 89 
3. Résultats complémentaires............................................................................................ 117 
a. Caractérisation de l’ubiquitination de PGRP-LC ....................................................... 117 
b. Effet de l’extinction de Usp8, Hrs et Rab5 sur la poly-ubiquitination K48 de  
PGRP-LC...………………………………………………………………………… ….119 
c. Effet de l’extinction de Usp8, Hrs et Rab5 sur l’internalisation de PGRP-LC .......... 120 
 
 
Table des matières  
 
  3 
 
 B. Identification des USPs intervenant dans la voie IMD : l’ubiquitination 
différentielle de la protéine Imd régulent son activité et sa stabilité ......... 122 
1. Résumé de l’article ....................................................................................................... 122 
2. Article Engel et al. (en préparation) ............................................................................. 124 
 C. USP2 hydrolyse les chaînes de poly-ubiquitine K48 de PGRP-LC ...... 160 
1. Effet de l’extinction de Usp2, Usp34 et Usp36 sur l’ubiquitination de  
PGRP-LC ........................................................................................................................... 160 
2. L’activité déubiquitinase de USP2 est nécessaire à l’hydrolyse des chaînes K48 de 
PGRP-LC ........................................................................................................................... 162 
3. USP2 et PGRP-LC font partie d’un même complexe ................................................... 164 
4. La spécificité de la déubiquitinase USP2 ..................................................................... 164 
5. Effet de l’extinction de Usp2 sur l’internalisation de PGRP-LC .................................. 165 
 
Conclusion et Perspectives ............................................................................... 169 
 A. Discussion et Perspectives ......................................................................... 173 
1. L’ubiquitination de PGRP-LC ...................................................................................... 173 
2. Caractérisation de l’endocytose de PGRP-LC .............................................................. 173 
3. L’ubiquitination de PGRP-LC est-elle nécessaire à son internalisation ? .................... 174 
4. Rôle de USP2 dans le trafic endocytaire de PGRP-LC ................................................ 175 
5. L’endocytose est-elle nécessaire à la signalisation de la voie IMD ? ........................... 175 
 B. Conclusion générale................................................................................... 177 
 
Références bibliographiques ........................................................................... 179 
 
Annexes .............................................................................................................. 205 
 Annexe 1. Protocole d’immunofluorescence pour suivre l’internalisation du récepteur 
PGRP-LC ............................................................................................................................. 207 
 Annexe 2. Protocole pour la quantification de l’internalisation de PGRP-LC par cytométrie. . 
  ........................................................................................................................................ 209 
 Annexe 3. Les systèmes «UAS-GAL4» et «UAS-GAL4, GAL80ts» ................................. 211 
 Annexe 4. Les transcrits du gène PGRP-LC et la séquence protéique de PGRP-LC RA (ou 
PGRP-LCx) .......................................................................................................................... 214 
 Annexe 5. Taillebourg et al., 2012. ..................................................................................... 216 
 




Index des figures 
 
Figure 1. La réaction chimique d’ubiquitination.. .............................................................. 13 
 
Figure 2. Le mécanisme d’ubiquitination. (Weissman, 2001) ............................................. 14 
 
Figure 3. Les différentes modifications post-traductionnelles impliquant l’ubiquitine. 
(Tokunaga and Iwai, 2012) ...................................................................................................... 16 
 
Figure 4. Rôles principaux des déubiquitinases. (Komander et al., 2009a) ........................ 18 
 
Figure 5. Structure des domaines catalytiques des cinq familles de déubiquitinases. 
(Nijman et al., 2005) ................................................................................................................ 19 
 
Figure 6. Différents niveaux de spécificité des déubiquitinases (DUBs). (Komander et al., 
2009a) ....................................................................................................................................... 27 
 
Figure 7. Différences de conformation entre des chaînes tétra-ubiquitine K48 et K63. 
(Komander et al., 2009b) .......................................................................................................... 28 
 
Figure 8. Les fonctions des principales modifications par l’ubiquitine (Ub). (Haglund and 
Dikic, 2005) .............................................................................................................................. 30 
 
Figure 9. L’internalisation et le tri endocytaire. (Raiborg and Stenmark, 2009) ................ 34 
 
Figure 10. Le tri endosomal des protéines ubiquitinées par la machinerie ESCRT. 
(Raiborg and Stenmark, 2009) ................................................................................................. 37 
 
Figure 11. Le rôle des protéines Rab dans la régulation de l’endocytose. (Stein et al., 
2003) ......................................................................................................................................... 38 
 
Figure 12. Modèles du rôle de AMSH dans la régulation de la dégradation lysosomale 
des récepteurs. (Sierra et al., 2010) ........................................................................................ 41 
 
Figure 13. Différents modèles du rôle de USP8 (ou UBPY) dans la régulation de 
l’endocytose. (Clague and Urbe, 2006; Row et al., 2006) ....................................................... 45 
 
Figure 14. Activation des mécanismes de défenses chez l’hôte. (Medzhitov, 2007) .......... 53 
 
Figure 15. Les cascades protéolytiques impliquées dans l’activation de Spätzle (Spz). 
(Valanne et al., 2011) ............................................................................................................... 57 
 
Figure 16. Comparaison entre la voie Toll de la drosophile et la voie des TLR 
dépendante de MyD88.………………………………………………….. ...................……..61 
 
Figure 17. Comparaison entre la voie IMD de la drosophile et la voie du récepteur au 
TNF chez les mammifères. ..................................................................................................... 65 




Figure 18. Les structures des différents peptidoglycanes. (Kurata et al., 2006) ................. 76 
 
Figure 19. L’activation des voies de signalisation par TLR4 dépend de sa localisation 
cellulaire. (McGettrick and O'Neill, 2010) .............................................................................. 78 
 
Figure 20. Principe du protocole d’immunofluorescence permettant de suivre 
l’internalisation du récepteur membranaire PGRP-LC. .................................................... 87 
 
Figure 21. La poly-ubiquitination K48 de PGRP-LC ne le cible pas pour la dégradation 
protéasomale. ........................................................................................................................ 118 
 
Figure 22. Les extinctions de Usp8, Hrs et Rab5 entraînent une augmentation des formes 
ubiquitinées K48 de PGRP-LC. .......................................................................................... 119 
 
Figure 23. Effet de l’extinction de Usp8, Hrs et Rab5 sur l’internalisation de  
PGRP-LC. ............................................................................................................................. 121 
 
Figure 24. Effet de l’extinction de Usp2, Usp34 et Usp36 sur l’ubiquitination de  
PGRP-LC. ............................................................................................................................. 161 
 
Figure 25. USP2 diminue la poly-ubiquitination K48 de PGRP-LC, de façon dépendante 
de son activité catalytique. ................................................................................................... 163 
 
Figure 26. USP2 interagit, directement ou à travers un complexe, avec les protéines Imd, 
PGRP-LC et Kenny. (Résultats de D. Thevenon) ................................................................ 164 
 
Figure 27. Effet de USP2 sur la totalité des protéines poly-ubiquitinées par des chaînes 
K48. ........................................................................................................................................ 165 
 
Figure 28. Effet de l’extinction de Usp2 sur l’internalisation de PGRP-LC. .................. 167 
 
Figure 29. L’extinction de Usp2 n’entraîne pas d’accumulation significative des 
protéines ubiquitinées dans le cytoplasme.. ....................................................................... 168 
 
Figure 30. Modèle d’endocytose du récepteur immunitaire PGRP-LC.. ........................ 178 
 
Figure 31. Le système «UAS-GAL4».……………………………………………………..212 
 
Figure 32. Le système «UAS-GAL4, GAL80ts».………………………………………....213 
 
Figure 33. Carte des transcrits du gène PGRP-LC (CG4432).…………………………..214 
 
Figure 34. Séquence protéique de PGRP-LCx.…………………………………………..215 
 




Liste des abréviations 
 
A-SMase   Acid Sphingomyelinase 
AMP    Antimicrobial Peptide 
AMSH   Associated Molecule with the SH3 domain of STAM 
APC    Antigen-Presenting Cells 
Ap-UCH   Aplysia UCH 
 
BAR    Bin1, Amphiphysin, and Rvs161/167p 
 
Cbl    Casitas B-lineage Lymphoma 
CCL2    chemokine C-C motif Ligand 2 
CCV    Clathrin Coated Vesicles 
Cezanne   Cellular Zinc finger Anti-NF-κb 
c.f.    confer 
CHMP Charged Multivesicular Body Protein 
ou CHromatin Modifying Protein 
c-IAP    cellular Inhibitor of Apopotosis 
CXCR4   C-X-C chemokine Receptor type 4 
CYLD    Cylindromatosis 
 
DAP    acide méso-Diaminopimélique 
DD    Death Domain 
DIAP2   Drosophila Inhibitor of Apopotosis 2 
DIF    Dorsal-related Immune Factor 
DISC    Death-Inducing Signaling Complex 
Doa4    Degradation Of Alpha 4 
DREDD   Death Related ced-3/Nedd2-like protein 
dsRNA   double strand RNA 
DUB    Déubiquitinase ou Deubiquitinating enzyme 
 
e.g.    exempli gratia 
EGF    Epidermal Growth Factor 
EGFR    Epidermal Growth Factor Receptor 
EPS15    EPidermal growth factor receptor Substrate 15 
ESCRT   Endosomal Sorting Complex Required for Transport 
 
FADD    Fas Associated via Death Domain 
Faf    FAt Facets 
Fig.    Figure 
 
GDP    Guanosine Di Phosphate 
GNBP    Gram-Negative Binding Protein 3 
 
GRASS   Gram-positive-Specific Serine protease 
GDP    Guanosine Diphosphate 
GTP    Guanosine Triphosphate 
 




HD-PTP/PTPN23  His Domain Protein Tyrosin Phospatase/Protein Tyrosine 
Pospatase type N23 
HECT Homologous to E6-AP Carboxyl Terminus 
Hrs HGF-regulated tyrosine kinase substrate 
 
I-κB    Inhibitory κB 
IBM    IAP-Binding Motif 
IFN    Interféron 
IFNR1   IFN-α/β Receptor 1 
IKK    IκB Kinase 
IL-1    Interleukin-1 
IL-1R    Interleukin-1 Receptor 
ILV    IntraLuminal Vesicles 
IMD    Immune Deficiency 
IRAK    IL-1R-Associated Kinase 
ird    immune response deficient 
ISG15    Interferon-Stimulated Gene 15 
JAMM   JAB1/PAD1/MPN-domain-containing Metalloenzyme 
JNK    Jun N-terminal Kinase 
 
LAMP1   Lysosomal Associated Membrane Protein 1 
LPS    Lipopolysaccharide 
Lqf    LiQuid Facets 
LUBAC   Linear Ubiquitin Assembly Complex 
MALT1   Mucosa-Associated Lymphoid Tissue 1 
MAPK   Mitogen-Activated Protein Kinase 
MDM2   Murine Double Minute-2 
ModSP   Modular Serine Protease 
MJD    Machado Joseph Disease protease 
MVB ou MVE  MultiVesicular Body ou MultiVesicular Endosome 
MyD88   Myeloid Differentiation primary response gene 88 
 
NEDD8   Neural cell-expressed, Developmentally Downregulated 8 
NEMO   NF-κB Essential Modulator 
NF-κB   Nuclear Factor κB 
NLR    NOD-Like Receptor 
NOD    Nucleotide binding Oligomerization Domain 
NRDP1   Neuregulin Receptor Degradation Protein-1 
 
OTU    Ovarian Tumour proteases 
 
PAMP   Pathogen-Associated Molecular Pattern 
PGN    Peptidoglycane 
PGRP    Peptidoglycan Recognition Protein 
PIMS    PGRP-LC-interacting inhibitor of IMD Signaling 
POSH    Plenty Of SH3 
PRR    Pattern Recognition Receptor 
 
Rab    RAs related in Brain 
RFU1    Regulator of Free Ubiquitin chains 1 




RHIM    RIP Homotypic Interaction Motif 
RIG-I    Retinoic acid-Inducible Gene I 
RING    Really Interesting New Gene 
RIP1    Receptor Interacting Protein 1 
RLR    RIG-I-Like Receptor 
RNAi    ARN Interférent 
ROS    Reactive Oxygen Species 
RPN11   Regulatory Particle Non-ATPase 11 
RTK    Receptor Tyrosine Kinase 
RYBP    Ring and YY1 Binding Protein 
 
SCF    Skp1/Cullin/F-box 
Spz    Spätzle 
SH3    Src Homology 3 
Skp1    S-phase kinase-associated protein 1 
Smo    Smoothened 
SPE    Spätzle-Processing Enzyme 
STAM   Signal-Transducing Adaptor Molecule 
SUMO   Small Ubiquitin-like Modifier 
 
TAB    TAK1 Binding protein 
TAK1    TGFβ Activated Kinase 1 
TCT    Tracheal Cytoxin 
TGN    Trans-Golgi Network 
TIR    Toll/IL-1R 
TLR    Toll-Like Receptor 
TNF    Tumor Necrosis Factor 
TNF-R   Tumor Necrosis Factor Receptor 
TRADD   TNF-R1-Associated Death Domain 
TRAF    TNF Receptor-Associated Factor 
TRID    TNF-R1 Internalization Domain 
 
UAF1    USP1 Associated Factor 1 
Ubc    Ubiquitin conjugating enzyme 
UBD    Ubiquitin Binding Domain 
Ubl    Ubiquitin like protein 
UBP    Ubiquitin specific Protease 
UBPY    UBiquitin specific Protease Y 
UCH    Ubiquitin C-terminal Hydrolases 
UIM    Ubiquitin Interacting Motif 
USP    Ubiquitin Specific Protease 
USP8    Ubiquitin Specific Protease 8 
UEV1a   Ubiquitin-conjugating Enzyme Variant 1a 
 
Vps    Vacuolar protein sorting 
 
WT    Wild Type 
 


























La survie des êtres vivants repose sur leur capacité à s’adapter à leur environnement. 
Cette adaptabilité s’observe également à l’échelle de la cellule. En effet, des récepteurs à la 
surface des cellules, dans le cytoplasme ou même dans le milieu extracellulaire détectent des 
changements environnementaux (e.g. infection, contraintes mécaniques, stress oxydatif, 
hormone, pour n’en citer qu’une infime partie). La détection de ces stimuli active des 
cascades de signalisation, qui induisent ou inhibent la transcription de gènes spécifiques ou 
modifient l’organisation de cytosquelette pour permettre des changements de morphologies 
cellulaires drastiques. Ainsi, ces modifications de la physiologie cellulaire vont permettre aux 
cellules de s’approprier leur nouveau micro-environnement et de fournir une réponse adaptée. 
 
La signalisation cellulaire est un mécanisme finement régulé car, très souvent, les voies 
de signalisation doivent être maintenues en position «OFF» en condition basale et, au 
contraire, elles doivent être rapidement activées en réponse aux stimuli, puis à nouveau 
éteintes afin de retrouver leur condition d’équilibre. La rapidité de réaction repose notamment 
sur la réversibilité des modifications post-traductionnelles. En effet, les modifications post-
traductionnelles permettent de réguler l’activité, la stabilité et la localisation subcellulaire des 
protéines. Ces modifications sont très diverses et consistent en l’ajout de groupes fonctionnels 
(e.g. la phosphorylation, l’acétylation, la méthylation…) ou de peptides (e.g. l’ubiquitination, 
la sumoylation…) sur la protéine cible. 
 
Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons exclusivement au rôle de l’ubiquitination 
dans la régulation de la réponse immunitaire et, plus particulièrement à son rôle dans 
l’endocytose du récepteur membranaire PGRP-LC, qui intervient dans la détection des 
pathogènes. Ensuite, nous éluciderons la fonction d’enzymes de déubiquitination dans la 









a. L’ubiquitine et les protéines ubiquitin-like (Ubl) 
 
L’ubiquitine (Ub) est un peptide de 76 acides aminés (8,5 kDa) présents chez les 
eucaryotes. Cette petite protéine a été très conservée au cours de l’évolution puisque 
seulement trois acides aminés diffèrent de la levure à l’Homme. L’ubiquitination, ou 
ubiquitinylation, est le processus qui permet la liaison covalente et réversible de l’ubiquitine à 
un résidu lysine (K) des protéines cibles (Fig. 1) Au même titre que la phosphorylation, 
l’ubiquitination intervient dans la majorité des processus cellulaires, comme la dégradation 
des protéines par le protéasome, l’endocytose des récepteurs et l’activation des protéines 
(Haglund and Dikic, 2005; Herrmann et al., 2007). Bien que l’ubiquitine ne soit présente que 
chez les eucaryotes, la superfamille des protéines Ubl (Ubiquitin like) se retrouve dans tout le 
règne du vivant (Maupin-Furlow, 2013). Les Ubl n’ont pas d’homologie de séquence 
particulière avec l’ubiquitine, mais elles présentent une structure tridimensionnelle commune 
et un résidu glycine en C-terminal, dont le groupe carboxyle est le site de liaison au résidu 
lysine des substrats par la formation d’une liaison isopeptidique (Herrmann et al., 2007). Chez 
les eucaryotes, les protéines Ubl, tout comme l’ubiquitine, sont impliquées dans de nombreux 
processus biologiques, comme la dégradation protéasomale ou vacuolaire, l’autophagie, la 
régulation transcriptionnelle ou la progression du cycle cellulaire (Vierstra, 2012). Chez les 
procaryotes, les protéines Ubl sont principalement impliquées dans le transfert du soufre. La 
première protéine Ubl caractérisée en cellules de mammifères est ISG15 (Interferon-
Stimulated Gene 15), qui ressemble à un dimère d’ubiquitine (Loeb and Haas, 1994). De plus, 
cette famille comprend aussi, entre autres, les protéines NEDD88 (Neural cell-expressed, 
Developmentally Downregulated 8) et SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier) (van der 
Veen and Ploegh, 2012). Par la suite, nous nous intéresserons exclusivement aux 






Figure 1. La réaction chimique d’ubiquitination. Au cours de l’ubiquitination, une liaison 
isopeptidique est formée entre le dernier acide aminé de l’ubiquitine (glycine 76) et un résidu 
lysine de la protéine cible. Il en résulte la formation d’une molécule d’eau. La 
déubiquitination est la réaction inverse, qui consiste en l’hydrolyse de la liaison isopeptidique. 
AAn-1 et AAn+1 représentent respectivement les acides aminés avant et après la lysine destinée 
à être ubiquitinée. 
 
 
b. Le processus d’ubiquitination 
 
L’ubiquitination fait intervenir trois enzymes, qui vont agir séquentiellement pour 
permettre la liaison isopeptidique entre le dernier acide aminé de l’ubiquitine (glycine 76) et 
un résidu lysine de la protéine cible. D’abord, une enzyme «ubiquitin activating» E1 forme 
une liaison thioester avec la glycine terminale de l’ubiquitine. Cette réaction nécessite la 
consommation d’une molécule d’ATP et induit un changement conformationnel de 
l’ubiquitine du côté C-terminal, qui permet son activation. Ensuite, l’ubiquitine activée est 
transférée sur une cystéine du site actif d’une enzyme «ubiquitin conjugating» E2. La liaison 
de E2 à l’ubiquitine permet de recruter une «ubiquitin ligase» E3. La E3 va finalement 
catalyser le transfert de l’ubiquitine activée de E2 à la protéine cible (Herrmann et al., 2007; 
Pickart and Eddins, 2004; Weissman, 2001) (Fig. 2). Les ligases E3 sont des protéines isolées 
ou des complexes multiprotéiques et sont réparties en deux classes. La première classe est 
distinguée par la présence d’un domaine HECT (Homologous to E6-AP Carboxyl Terminus) 
et la deuxième par un domaine RING (Really Interesting New Gene) finger. Les E3 de type 





grâce à un résidu lysine conservé au sein du domaine HECT, et la transfère ensuite sur le 
substrat (Pickart, 2001). Ces E3 sont souvent formées par une seule grosse protéine. En outre, 
les E3 ligases de type RING sont de loin les plus abondantes dans la nature. Bien qu’elles 
n’aient aucune activité catalytique intrinsèque, elles coordonnent le transfert de l’ubiquitine 
sur le substrat, en s’associant aux ligases E2. Il est probable que ces E3s apportent la structure 
qui permet de rassembler le site actif de la E2 et la lysine acceptatrice du substrat (d'Azzo et 
al., 2005) (Fig. 2). L’ubiquitination de certaines protéines nécessite la présence d’une enzyme 
supplémentaire E4 qui favorise la formation de chaînes d’ubiquitine sur E3 (Hoppe, 2005), 
tandis que pour d’autres protéines possédant un domaine de liaison à l’ubiquitine (UBD), 




Figure 2. Le mécanisme d’ubiquitination. (1) L’ubiquitine libre est activée par la formation 
d’une liaison thioester entre l’enzyme «ubiquitin activating» E1 et le domaine C-terminal de 
l’ubiquitine. Cette réaction nécessite la consommation d’une molécule d’ATP. (2) 
L’ubiquitine est ensuite transférée à une enzyme «ubiquitin conjugating» E2. (3) E2 s’associe 
avec l’une des nombreuses «ubiquitin ligase» E3, qui a déjà lié ou non le substrat destiné à 
être ubiquitiné. (4a) Les E3 de type RING permettent le transfert direct de l’ubiquitine de la 
E2 au substrat. (4b) Au contraire, les E3 aux domaines HECT lient transitoirement 
l’ubiquitine avant son transfert au substrat. (Weissman, 2001) 
 
 
Ce système est construit comme une pyramide à la complexité accrue, puisque deux E1, 
trente-cinq E2 et plus de six cents E3 ont été identifiées chez l’Homme (Bhowmick et al., 
2013). Ce sont donc les ligases E3 qui vont assurer la spécificité de la réaction, en 
sélectionnant et activant l’enzyme E2 appropriée et en recrutant le bon substrat. La dernière 










des modifications post-traductionnelles (d'Azzo et al., 2005). Les enzymes E2 sont elles-
mêmes modifiées par les protéines Ubl SUMO (Pichler et al., 2005; Wolf et al., 2003). Toutes 
ces régulations vont assurer une bonne synchronisation, localisation et spécificité de la 
réaction d’ubiquitination. Cependant, les mécanismes permettant au complexe E2-E3 
d’attacher un type d’ubiquitine précis à la lysine appropriée du substrat ne sont pas encore 
bien compris. Des études émergentes proposent que ce sont les caractéristiques structurales 
globales et celles du corps catalytique des enzymes E2 et E3, qui importent pour le 
positionnement optimal et l’ubiquitination de lysines spécifiques (Sadowski et al., 2012). 
 
 
c. La variabilité des modifications par l’ubiquitine 
 
Plusieurs modifications post-traductionnelles sont effectuées à partir de l’ubiquitine 
(Fig. 3). La mono-ubiquitination correspond à l’attachement d’une seule molécule 
d’ubiquitine sur la protéine cible (Hoeller et al., 2006). De plus, plusieurs lysines d’une même 
protéine peuvent être modifiées par des mono-ubiquitines. On parle alors de multi-
ubiquitination (Haglund et al., 2003). Par ailleurs, comme l’ubiquitine contient elle-même 
plusieurs résidus lysine, les molécules d’ubiquitine peuvent former différentes chaînes de 
poly-ubiquitine. Les sept résidus lysine (en position 6, 11, 27, 29, 33, 48 et 63) de l’ubiquitine 
sont donc, en théorie, susceptibles d’être impliqués dans la formation de chaînes de poly-
ubiquitine (Weissman, 2001). Ce sont en tout premier lieu les chaînes d’ubiquitine K48 et 
K63 qui ont été mises en évidence ; puis, une étude de protéomique globale à partir de 
cellules de mammifères a montré que les chaînes K48 étaient les plus abondantes et que les 
sept résidus lysine de l’ubiquitine étaient impliqués dans la formation de chaînes de poly-
ubiquitine (Kim et al., 2011). Plus récemment, des chaînes linéaires (ou M1) de poly-
ubiquitine ont été mises en évidence chez les mammifères. Elles consistent en la liaison de la 
glycine 76 du côté N-terminal d’une molécule d’ubiquitine à la méthionine 1 du côté C-
terminal d’une autre ubiquitine. Ce type de poly-ubiquitination est réalisé par un complexe E3 
appelée LUBAC (Linear Ubiquitin Assembly Complex) (Emmerich et al., 2011; Tokunaga 
and Iwai, 2012). Le complexe LUBAC régule positivement la voie NF-κB, en ajoutant des 
chaînes linéaires d’ubiquitine sur les lysines 289 et 305 de la kinase NEMO (NF-κB Essential 






Selon le type d’ubiquitination et la longueur des chaînes associés, les protéines cibles 
vont avoir différents destins, pouvant aller de l’activation à la dégradation protéasomale 
(Rahighi and Dikic, 2012). Ce point sera évoqué plus précisément dans le prochain chapitre 






2. Les déubiquitinases 
 
a. L’action des déubiquitinases 
 
L’ubiquitination est un processus réversible, qui peut être inversé par l’action 
d’enzymes appelées déubiquitinases (DUBs). Les DUBs constituent un large groupe 
d’enzymes (environ 90 chez l’Homme) qui clivent la liaison à l’ubiquitine après le groupe 
carbonyle (C=O) du résidu glycine 76 (Amerik and Hochstrasser, 2004) (Fig. 1). Ces enzymes 
Figure 3. Les différentes modifications post-traductionnelles impliquant l’ubiquitine. 
L’attachement d’une seule ubiquitine (Ub) à une lysine (K) de la protéine cible correspond à 
la mono-ubiquitination (MonoUb). La multi-ubiquitination (MultiUb) résulte de la mono-
ubiquitination de plusieurs résidus lysine. Comme l’ubiquitine possède elle-même plusieurs 
résidus lysine, une molécule d’ubiquitine peut en lier une autre pour former des chaînes de 
poly-ubiquitine (PolyUb). Selon la position de la lysine de l’ubiquitine impliquée dans la 
poly-ubiquitination, il existe différents types de poly-ubiquitination. Les plus étudiées sont la 
poly-ubiquitination K48 et K63, où les ubiquitines sont liées entre elles respectivement par 
leurs lysines 48 et 63. Les chaînes de polyUb linéaires consistent à l’assemblage d’une 





assurent de nombreuses fonctions dans la cellule (Fig. 4). Tout d’abord, l’ubiquitine est 
exprimée sous forme de chaînes linéaires de poly-ubiquitine ou en fusion avec des protéines 
ribosomales (Komander et al., 2009a). L’action de certaines DUBs, comme celles de la 
famille des UCHs (Ubiquitin C-teminal Hydrolases), va donc permettre de générer de 
l’ubiquitine libre et activée à partir de ces précurseurs. Par ailleurs, l’ubiquitine peut 
complexer de façon inappropriée avec de petits éléments nucléophiles intracellulaires, comme 
les polyamines et la glutathione. Certaines DUBs interviennent alors pour dissocier 
l’ubiquitine de ces composants (Amerik and Hochstrasser, 2004). En outre, il a été remarqué 
que les cellules possédaient un pool constant d’ubiquitine (Haas and Bright, 1987; 
Swaminathan et al., 1999). Cela s’explique par le fait que certaines DUBs permettent la 
déubiquitination de protéines avant leur dégradation, ce qui conduit au recyclage de 
l’ubiquitine et, donc, au maintien de l’homéostasie de l’ubiquitine dans la cellule. Par 
exemple, le protéasome est associé à de nombreuses DUBs. Ces DUBs permettent, d’une part, 
de recycler l’ubiquitine avant la dégradation des substrats ubiquitinés. C’est le cas de Ap-
UCH (Aplysia UCH), qui est associée au protéasome, et de la métalloprotéase Rpn11 
(Regulatory Particle Non-ATPase 11) appartenant à la sous-unité 26S du protéasome (Berndt 
et al., 2002; Hegde et al., 1997). D’autre part, l’isopeptidase T des mammifères (ou Ubp14 
chez la levure) dissocie les chaînes libres d’ubiquitine qui pourraient s’associer aux sites de 
liaison à l’ubiquitine du protéasome et entrer ainsi en compétition avec les substrats 
ubiquitinés destinés à la dégradation (Amerik and Hochstrasser, 2004; Hadari et al., 1992). 
Pour finir, les DUBs sont aussi un moyen de corriger spécifiquement l’ubiquitination d’une 
protéine et, par conséquent, de réguler le destin de la protéine cible dicté par le type 
d’ubiquitination associé. Dans ce cas, l’ubiquitine ligase E3 et la DUB partagent le même 
substrat et ont des actions opposées. Mais, il est aussi possible que l’enzyme E3 s’auto-
ubiquitine et que certaines DUBs permettent de contrer cette modification (Clague et al., 
2012a). A titre d’exemple, l’ubiquitine ligase MDM2 (Murine Double Minute-2) induit sa 
propre dégradation en s’auto-ubiquitinant par des chaînes K48 et USP2 stabilise la ligase en 











Figure 4. Rôles principaux des déubiquitinases.
gènes (UBC, UBB, UBA52 
d’ubiquitine. Ce sont des fusions linéaires qui consistent en plusieurs copies d’ubiquitine avec 
une extension en C-terminal (en jaune) ou d’une molécule d’ubiquitine fusionnée avec des 
protéines ribosomales (protéines ribosomales L40 (L) de la sous
sous-unité 60S). Les déubiquitinases (DUBs) permettent la génération d’ubiquitine libre à partir 
de ces précurseurs. (b) L’ubiquitination étant parfois un signal de dégradation, les DUBs 
peuvent sauver les protéines de la dégradation en leur enlevant précocement les ubiquitines 
associées. (c) Les DUBs peuvent aussi changer le destin ou l’act
(d) Les DUBs ont un rôle crucial dans le maintien du stock d’ubiquit
déubiquitination des protéines avant leur dégradation permet de sauver l’ubiquitine de la 
protéolyse et de contribuer à la régénération du pool d’ubiquitine
des substrats peut se faire d’un «seul bloc». D
désassemblage des chaînes de poly
les chaînes de poly-ubiquitine d’une protéine pour modifier leur topographie et, ainsi, échanger 
un type de signal par un autre. 
 
 
b. Les familles de déubiquitinases
 
Les déubiquitinases sont
(Fig. 5). La plus représentée est 
comprend 55 membres chez l’Homme
 (a) L’ubiquitine (Ub) est codée par quatre 
et UBA80) qui sont exprimés sous forme de précurseurs 
-unité 40S ou S27a (S) de la 
ivité de protéines ubiquitinées
. (e) Le retrait de l’ubiquitine 
ans ce cas, les DUBs jouent un rôle dans le 
-ubiquitine. (f) Quelques DUBs seraient capables de rogner 
(Komander et al., 2009a) 
 
 des protéases réparties en cinq familles selon leur structure
celle des Ubiquitin Specific Proteases (USP












(Clague et al., 2012a). Cette famille, tout comme celle des Ubiquitin C-teminal Hydrolases 
(UCHs), Ovarian TUmor proteases (OTUs) et celle des Machado Joseph Disease (MJD), sont 
des protéases à cystéine. L’activité enzymatique de ces protéases repose sur le groupement 
thiol d’une cystéine du site actif et résulte en la libération du substrat et par la formation d’un 
intermédiaire covalent entre la DUB et la molécule d’ubiquitine. Les protéases à cystéine sont 
caractérisées par trois résidus (cystéine, histidine et aspartate) qui forment la triade 
catalytique. D’autre part, les DUBs de la cinquième famille sont des métalloprotéases qui 
nécessitent la présence de l’ion Zn2+ et sont nommées JAB1/PAD1/MPN-domain-containing 
Metalloenzymes (JAMM). Contrairement aux protéases à cystéine, ces DUBs génèrent un 




Figure 5. Structure des domaines catalytiques des cinq familles de déubiquitinases. Les 
domaines catalytiques sont représentés en vert et l’ubiquitine en bleu. Ces domaines mettent en 
évidence la variabilité dans la structure secondaire des différentes classes de déubiquitinases. 
Les centres catalytiques sont représentés par des sphères de Van der Waals (carbone en gis, 
nitrogène en bleu, oxygène en rouge, souffre en orange et zinc en violet). Les déubiquitinases 
de la famille OTU ont une triade catalytique incomplète puisqu’elles ne possèdent pas le résidu 
aspartate dans leur site actif. (Nijman et al., 2005) 
 
 
Les Ubiquitin Specific Proteases (USPs) 
 
Chez la levure, ces enzymes sont communément nommées UBPs (Ubiquitin specific 
Proteases). De façon intéressante, le nombre de USPs a augmenté au cours de l’évolution, tout 
comme celui des ligases E3 (Semple, 2003), ce qui suggère une relation intime entre ces deux 
types d’enzymes. Malgré une faible similarité de séquence, les études structurales de six USPs 
montrent que le repliement du domaine USP est très conservé (Avvakumov et al., 2006; Hu et 





Wilkinson, 2009). L’activité catalytique des USPs repose sur des boîtes cystéine et histidine 
conservées. En revanche, le degré de conservation en dehors du site catalytique est faible, 
voire inexistant. Certaines USPs sont présentent sous une forme inactive et la liaison à 
l’ubiquitine va induire un changement conformationnel qui va les rendre actives (Komander 
et al., 2009a). Ce changement de conformation évite une activité pléïotropique et inappropriée 
sur l’ensemble des protéines, autres que l’ubiquitine. 
 
Les Ubiquitin C-terminal Hydrolases (UCHs) 
 
La famille des UCHs comprend quatre protéines qui partagent une homologie proche 
dans leur domaine catalytique. Bien qu’elles aient été les premières décrites, leurs fonctions 
sont peu connues. Etant donnée leur structure renfermée, ces enzymes cliveraient 
généralement de petits substrats (Amerik and Hochstrasser, 2004). Ces UCHs joueraient un 
rôle dans le recyclage de l’ubiquitine conjuguée de façon inappropriée à des nucléophiles 
intracellulaires et dans l’hydrolyse de précurseurs d’ubiquitine (Larsen et al., 1998). UCH-L1 
est impliquée dans la maladie de Parkinson et des maladies neurodégénératives (Liu et al., 
2002). Par exemple, la mutation ponctuelle I93M de UCH-L1 entraîne une perte partielle de 
l’activité hydrolytique de UCH-L1 in vitro et a été associée à une forme familiale de la 
maladie de Parkinson (Leroy et al., 1998). 
 
Les Ovarian Tumor proteases (OTUs) 
 
Cette famille tient son nom du premier gène otu (ovarian tumor) identifié chez la 
drosophile, qui est impliqué dans le développement des ovaires de la drosophile (Goodrich et 
al., 2004). Ensuite, une approche bioinformatique a conduit à l’identification de la famille des 
OTUs par homologie de séquence avec le gène otu (Makarova et al., 2000). Les protéines de 
la famille des OTUs ont d’abord été identifiées comme des déubiquitinases putatives, bien 
qu’elles n’aient pas d’homologie de séquence avec les DUBs connues (Balakirev et al., 2003). 
L’histidine et la cystéine du site actif sont conservées mais le troisième résidu nécessaire à la 
triade catalytique n’a pas été identifié (Nanao et al., 2004). Pourtant, des études plus récentes 
ont confirmé que certaines OTUs possédaient bien une activité déubiquitinase in vitro (Reyes-





inactive et la liaison à l’ubiquitine va leur donner une conformation active (Edelmann et al., 
2009). 
 
Les protéases Machado Joseph Disease (MJD) 
 
Les déubiquitinases MJD sont composées d’une trentaine de protéines (Scheel et al., 
2003). La plus étudiée est l’ataxin 3, dont la mutation est associée à la maladie 
neurodégénérative et héréditaire Machado-Joseph (Riess et al., 2008). En effet, cette 
pathologie est causée par l’expansion des motifs répétés CAG (codant pour la glutamine) dans 
le gène ataxin 3 et la variabilité clinique du phénotype dépend de la taille de cette répétition 
(Riess et al., 2008). La répétition de CAG dans le gène ataxin 3 entraîne un mauvais 
repliement de la protéine, ce qui cause la formation d’agrégats toxiques pour la cellule 
(Kawaguchi et al., 1994). Par ailleurs, l’activité catalytique de l’ataxin 3 a été observée in 
vitro (Burnett et al., 2003). Son domaine catalytique a peu d’homologie de séquence avec 
celui des autres DUBs connues, mais l’arrangement général de la triade catalytique est 
conservé (Mao et al., 2005). Aucun homologue n’a été identifié chez la levure, ce qui suggère 
que l’apparition des protéines MJD s’est fait tardivement au cours de l’évolution (Nijman et 
al., 2005). 
 
Les métalloprotéases aux domaines JAB1/PAD1/MPN (JAMMs) 
 
Les métalloprotéases JAMMs sont présentes dans tout le règne du vivant y compris 
dans le monde bactérien, bien que les bactéries ne possèdent pas de molécules d’ubiquitine. 
Cela sous-entend que les domaines JAMMs ont adopté une activité déubiquitinase sous la 
pression de l’évolution et qu’il est possible que certaines JAMMs ne possèdent pas d’activité 
DUB. Il est aussi probable que les JAMMs bactériennes aient une activité déubiquitinase et 
ciblent ainsi les molécules eucaryotes au cours de l’infection. Par exemple, le facteur de 
virulence YopJ (Yersinia outer proteins J), une cystéine protéase de Yersinia 
pseudotuberculosis, est sécrété dans les cellules humaines par le système bactérien de 
sécrétion de type III et il va réguler négativement les voies immunitaires NF-κB en 
déubiquitinant des protéines de la voie, comme TRAF2, TRAF6 et I-κBα (Zhou et al., 2005a). 
Par ailleurs, le motif JAMM possède deux résidus histidine et aspartate très conservés, qui 





intéressant de noter que les JAMMs sont souvent associées à de gros complexes protéiques. 
Par exemple, Rpn11/POH1 est une déubiquitinase JAMM associée à la sous-unité 26S du 
protéasome, où elle clive les chaînes d’ubiquitine liées aux protéines destinées à la 
dégradation (Yao and Cohen, 2002). En outre, la déubiquitinase AMSH (Associated Molecule 
with the SH3 domain of STAM), dont on discutera plus en détail dans la partie «Endocytose» 




c. La spécificité des DUBs 
 
Le génome humain code pour 90 DUBs, dont 76 sont probablement actives d’un point 
de vue enzymatique, d’après l’examen in silico de la séquence de leur domaine catalytique 
(Clague et al., 2012a). Or, les ubiquitine ligases E3 seraient d’environ 600 et les substrats 
probablement en plus grand nombre encore (les protéines ubiquitinées sont estimées à plus de 
5000), ce qui pose la question de la spécificité des substrats pour les déubiquitinases 
(Bhowmick et al., 2013; Zhuang et al., 2013). Ces enzymes possèdent une spécificité variable 
à deux niveaux (Fig. 6) : au niveau du type d’ubiquitination et du substrat ubiquitiné. Il est 
très probable que ce soit la combinaison de la reconnaissance de la cible avec son ubiquitine 
ou sa chaîne d’ubiquitine associée qui confère la spécificité d’action de chaque DUB. 
D’autres mécanismes, comme la localisation et l’interaction avec des partenaires, peuvent 
aussi entrer en jeu pour assurer une spécificité de substrat pour chaque type cellulaire. 
 
La spécificité pour un type d’ubiquitination 
 
Tout d’abord, certaines DUBs montrent une discrimination ubiquitine versus Ubl. Cette 
discrimination reposerait sur la partie C-terminale de l’ubiquitine, qui se différencie des autres 
Ubl. Plus particulièrement, des travaux biochimiques ont montré que les résidus arginine 74 et 
glycine 75 de l’ubiquitine étaient déterminants pour la reconnaissance de l’ubiquitine par les 
DUBs (Drag et al., 2008). Bien que ISG15 soit une Ubl avec la même séquence C-terminale 
que l’ubiquitine, USP18 peut cliver des fusions linéaires de ISG15 mais pas d’ubiquitines 
(Malakhov et al., 2002). A contrario, des OTUs virales peuvent hydrolyser à la fois ISG15 et 





DUB pour une molécule est très variable et nos connaissances actuelles sur les motifs ou les 
résidus responsables de la distinction de l’ubiquitine au détriment des Ubl sont limitées. 
 
Selon le branchement, la conformation des chaînes de poly-ubiquitine diffèrent dans 
leur conformation (Varadan et al., 2004). En effet, les chaînes K48 adoptent une conformation 
refermée et compacte, alors que les chaînes K63 et linéaires sont plus étendues (Komander et 
al., 2009b) (Fig. 7). En outre, la queue C-terminale de l’ubiquitine est flexible, ce qui apporte 
une variabilité supplémentaire dans la conformation des chaînes d’ubiquitine (Rahighi and 
Dikic, 2012). Cela suggère donc que certaines DUBs agissent sur des chaînes spécifiques via 
la reconnaissance conformationnelle des chaînes d’ubiquitine. Par exemple, la discrimination 
d’une déubiquitinase pour un type d’ubiquitination particulier a été observée avec la DUB 
endosomale AMSH. En effet, cette enzyme de la famille des JAMM hydrolyse les chaînes 
d’ubiquitine K63 mais pas les K48 in vitro (McCullough et al., 2006). Toutes les DUBs ne 
montrent pas une telle préférence pour une ubiquitination par rapport aux autres et, dans une 
même famille de DUBs, la spécificité vis-à-vis d’une chaîne de poly-ubiquitine diffère. Par 
exemple, USP8 hydrolyse indifféremment les chaînes K48 et K63 in vitro, alors que USP14 
semble spécifique des chaînes K48 (Hu et al., 2005; Row et al., 2006). Néanmoins, il est 
important de noter que la préférence in vivo peut différer de celle observée in vitro car elle 
dépend des interactions spécifiques des DUBs. A titre d’exemple, l’équipe a observé que la 
déubiquitinase dUSP36 de la drosophile est capable d’hydrolyser les chaînes tétra-ubiquitine 
K48 et K63 in vitro, alors qu’elle hydrolyse les chaînes K63, mais pas les chaînes K48, 
associées à Imd in vivo (Thevenon et al., 2009). 
 
D’autre part, certains domaines parfois présents chez les DUBs, autres que le site 
catalytique, participent à la reconnaissance de chaînes d’ubiquitine spécifiques ou interfèrent 
avec l’efficacité enzymatique. Par exemple, il a été observé que deux isoformes de USP2 et 
une forme tronquée ne possédant que son cœur catalytique clivaient à la fois les chaînes K48 
et les chaînes linéaires, mais avec des efficacités très différentes. Le domaine catalytique clive 
préférentiellement les chaînes linéaires, alors que l’isoforme USP2-2 est plus efficace pour les 
chaînes K48 (Lin et al., 2001). Il est donc probable que des séquences hors du domaine 
catalytique contribuent à la sélection et au positionnement des chaînes spécifiques 
d’ubiquitine. En outre, les DUBs peuvent posséder des UBDs (Ubiquitin Binding Domain), 
dont certains ont une faible affinité pour l’ubiquitine. De ce fait, nous pouvons imaginer que 





type de UBDs ne peuvent reconnaître que des protéines associées à de nombreuses 
ubiquitines, contribuant à l’augmentation de l’avidité de la DUB pour son substrat (Fischer, 
2003). 
 
La spécificité du substrat 
 
La reconnaissance des protéines cibles par les DUBs se fait probablement par des 
séquences hors du domaine catalytique. A titre d’exemple, un des domaines CAP-Gly de la 
déubiquitinase CYLD régule son interaction avec son substrat NEMO (Saito et al., 2004). 
Cependant, comme la majorité des interactions enzyme/substrats, les interactions 
DUB/protéine ubiquitinée sont faibles et transitoires. Cela complique l’identification des 
cibles des DUBs in vivo. Néanmoins, il a été montré chez la levure que la spécificité de Ubp2 
pour son substrat était strictement dépendante de la présence de la ligase E3 Rsp5, qui assure 
la reconnaissance du substrat (Kee et al., 2005). La présence au sein d’un même complexe de 
la DUB et de la ligase E3 peut ainsi être un moyen de spécifier le substrat et son 
ubiquitination. Nous pouvons aussi citer ici le cas remarquable de la DUB A20, appartenant à 
la famille des OTUs. A20 possède à la fois une activité déubiquitinase et une activité ligase 
E3, qui régulent ensemble négativement la voie NF-κB (Newton et al., 2008; Wertz et al., 
2004). En effet, l’activation de la voie du récepteur au TNF (Tumor Necrosis Factor) entraîne 
la poly-ubiquitination K63 de la protéine RIP1 (Receptor Interacting Protein 1), nécessaire 
pour le recrutement des protéines en aval TAK1 (TGFβ Activated Kinase 1) et NEMO. A20 
hydrolyse les chaînes d’ubiquitine K63 associées à RIP1 et, de plus, agit comme une E3 ligase 
en ajoutant des chaînes de poly-ubiquitine K48 sur RIP1, qui vont la cibler pour la 
dégradation protéasomale (Newton et al., 2008; Wertz et al., 2004). Cette double activité 
assure la fonction de régulateur négatif de A20. 
 
Il est important de noter que, parfois, les ubiquitine ligases E3 sont elles-mêmes des 
substrats des DUBs. L’auto-ubiquitination des E3 de type RING est un phénomène 
fréquemment observé. Par exemple, la ligase NRPD1 (Neuregulin Receptor Degradation 
Protein-1) stimule sa propre dégradation par son activité d’ubiquitine ligase. Il a été montré 






La régulation des déubiquitinases 
 
La régulation des déubiquitinases est un moyen de contrôler à la fois leur activité et leur 
spécificité. L’activité in vitro des DUBs est souvent faible, ce qui laisse penser que des 
mécanismes d’activation sont imposés par le contexte cellulaire. De plus, le site de liaison au 
substrat est parfois inaccessible et la triade catalytique de certaines DUBs est dans une 
conformation probablement inactive. Cela laisse penser que des changements 
conformationnels sont nécessaires pour l’activité déubiquitinase. En effet, comme toutes les 
protéines, les DUBs peuvent être modifiées par des modifications post-traductionnelles. 
Plusieurs exemples montrent que la phosphorylation peut inhiber l’activité déubiquitinase. Par 
exemple, lorsqu’elle est phosphorylée, CYLD ne peut plus déubiquitiner son substrat TRAF2 
(TNF Receptor-Associated Factor 2) (Reiley et al., 2005). L’activité des DUBs peut aussi être 
modulée par des molécules d’ubiquitine ou des Ubl. En effet, l’ubiquitination de l’ataxin 3 va 
la rendre active (Todi et al., 2009). En outre, comme toutes les protéases à cystéine, les DUBs 
sont sensibles au stress oxydant. Une étude a proposé que le peroxyde d’hydrogène empêche 
la régulation négative de la voie NF-κB par Cezanne (Cellular Zinc finger Anti-NF-κb), 
impactant sur sa capacité à déubiquitiner RIP1, et que l’activation de la voie est ainsi 
favorisée par le stress oxydant (Enesa et al., 2008). D’autres DUBs sont inactivées par clivage 
protéolytique (Coornaert et al., 2008; Huang et al., 2006). C’est le cas, par exemple, de la 
déubiquitinase A20 chez l’Homme qui est clivée après son résidu arginine 439 par la 
paracaspase MALT1 (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue 1), lorsque les récepteurs 
d’antigènes des cellules T sont stimulés (Coornaert et al., 2008). Ainsi, la déubiquitinase A20 
ne peut plus réguler négativement la voie NF-κB. 
 
Comme il a déjà été énoncé, les DUBs contiennent des UBDs qui participent à la 
reconnaissance spécifique d’un type d’ubiquitination. Ces domaines sont également 
nécessaires pour une hydrolyse efficace de l’ubiquitine. Dans certains cas, ces motifs sont 
apportés par une protéine extérieure. C’est le cas, par exemple, de la DUB endosomale 
AMSH qui est activée par l’interaction avec STAM (Signal-Transducing Adaptor Molecule). 
Cette dernière possède des UBDs qui participent à la capture du substrat ubiquitiné 
(McCullough et al., 2006). En outre, l’interaction avec des protéines partenaires peut 
déclencher une activation allostérique des DUBs. C’est le cas de UAF1 (USP1-associated 
factor 1) qui forme des complexes hétérodimériques avec trois USPs au moins (USP1, USP12 





rendement catalytique de ces trois USPs (Cohn et al., 2009). UAF1 possède un domaine, 
appelé WD40, qui est souvent retrouvé dans les protéines partenaires d’autres USPs (Sowa et 
al., 2009). Pour être actives, d’autres DUBs ont besoin d’être incorporées dans des gros 
complexes macromoléculaires, comme la sous-unité 26S du protéasome. De tels complexes 
servent sûrement d’échafaudage pour la rencontre entre les DUBs et leurs substrats 
physiologiques ou bien ils peuvent réguler directement l’activité catalytique par des 
activations allostériques (Komander et al., 2009a). Cependant, d’autres protéines peuvent, au 
contraire, inhiber l’activité déubiquitinase. Chez la levure, l’enzyme Doa4 est directement 
inactivée par Rfu1 (Regulator of Free Ubiquitin chains 1) (Wolf and Petroski, 2009). 
 
D’autre part, le couplage de la localisation et de l’activation d’une protéine est un 
principe fondamental de la biologie cellulaire. La régulation de la localisation cellulaire des 
DUBs intervient donc dans le contrôle de leur spécificité. En effet, la localisation 
subcellulaire détermine la palette de substrats à disposition. Par exemple, USP36 se situe dans 
le nucléole, dont il régule la structure et la fonction (Endo et al., 2009). Cependant, une autre 
étude effectuée chez Drosophila melanogaster montre que cette DUB déubiquitine également 
la protéine cytoplasmique Imd (Immune Deficiency). Imd est impliquée dans une voie de 
signalisation de type NF-κB, qui participe à la réponse immunitaire innée et est active dans le 
cytoplasme (Thevenon et al., 2009). Donc, USP36 a des substrats nucléolaires et 
cytoplasmiques et, selon sa localisation, il peut agir sur l’un ou l’autre. Des travaux 
complémentaires de l’équipe montrent que les différentes isoformes de dUSP36 ont des 
localisations cellulaires distinctes, qui peuvent expliquer cette dualité de fonction (Taillebourg 
et al., résultats non publiés). En outre, il a été montré que USP8 est transloqué au niveau des 
endosomes, en réponse à l’EGF (Epidermal Growth Factor), où il déubiquitine l’EGFR (EGF 






Figure 6. Différents niveaux de spécificité des déubiquitinase
d’ubiquitination fait preuve d’une spécificité à différents niveaux et différentes manières 
d’hydrolyser l’ubiquitine ont été reportées. Les flèches représentent le clivage. 
DUBs montrent une discrimination pour un type
n’est pas restreint à une famille particulière et chaque famille a des membres qui discriminent 
une liaison particulière. (b) Le clivage des chaînes d’ubiquitine peuvent se faire à la fin (exo) 
ou au milieu (endo) d’une chaîne de poly
molécules d’ubiquitine de chaque côté du site de clivage, alors que les DUBs «exo» ne lient 
seulement qu’une molécule d’ubiquitine. 
leur substrat, ce qui conduit à une amputation en un seul coup. Elles peuvent complétement 
déubiquitiner leur substrat ou bien laisser une mono
cas où la DUB a une spécificité pour un type de chaîne). 
peuvent sûrement être déubiquitinées par des DUBs qui les reconnaissent spécifiquement. 
Les membres de la famille des UCH
désordonnées en C-terminal de l’ubiquitine (e.g. précurseurs d’ubiquitine). USP5 (ou nommée 
aussi ISOT) recycle l’ubiquitine libre à partir de chaînes de poly
protéines. Pour cela, cette USP dispose d’un domaine en doigt de zinc (ZnF




 d’ubiquitination particulier. Cette capacité 
-ubiquitine. Les DUBs «endo» doivent loger des 
(c) Les DUBs peuvent aussi reconnaitre directement 
-ubiquitination (particulièrement dans le 
(d) Les protéines mono
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Figure 7. Différences de conformation entre des chaînes tétra-ubiquitine K48 et K63. (a) 
Les chaînes de poly-ubiquitine K48 ont une structure compacte. (b) Au contraire, les chaînes 




3. Le destin des protéines ubiquitinées 
 
L’ubiquitination est un moyen de modifier l’activité ou la stabilité de la protéine cible. 
Le devenir de la protéine va dépendre du type d’ubiquitination et de la longueur des chaînes 
qui lui sont associées (Fig. 8). La capacité de liaison des protéines ubiquitinées à des 
domaines UBDs particuliers est la clé pour former des interactions protéine-protéine 
spécifiques et pour adresser les protéines dans les différentes voies qui vont influencer leur 
destin. 
 
Le rôle le plus connu de l’ubiquitination est celui des chaînes de poly-ubiquitine K48 
qui permettent l’adressage des protéines cibles vers le protéasome, où elles vont être 
dégradées. Cette découverte a valu à Aaron Ciechanover, Avram Hershko et Irwin Rose le 
Prix Nobel de Chimie en 2004 (Hershko et al., 2000). Ces chaînes K48 doivent être formées 
par au moins quatre molécules d’ubiquitine, pour diriger les protéines vers la sous-unité 26S 
du protéasome (Thrower et al., 2000). La dégradation protéasomale permet d’éliminer les 
protéines endommagées et de réguler le temps de vie d’autres protéines, comme celles 
impliquées dans des voies de signalisation, ou encore d’assurer un niveau constant de 
protéines dans la cellule. Une étude a montré que la poly-ubiquitination K11 pouvait 
également diriger les protéines ciblées vers le protéasome (Jin et al., 2008). La multi-
ubiquitination et les chaînes K63 peuvent cibler les protéines vers un autre processus de 
dégradation : la dégradation lysosomale des récepteurs membranaires. Il semblerait que la 





la poly-ubiquitination K63 intervienne lors de l’adressage les récepteurs internalisés vers les 
lysosomes (Lauwers et al., 2009). Le rôle de l’ubiquitination dans ce processus est décrit plus 
en détails dans la partie «Endocytose». De façon singulière, le récepteur Notch non activé est 
ubiquitiné par des chaînes K29, qui vont entraîner sa dégradation par les lysosomes 
(Chastagner et al., 2008). 
 
L’ubiquitination des protéines n’est pas seulement un signal de dégradation 
protéolytique par la voie protéasomale ou lysosomale. En effet, l’ubiquitination d’une 
protéine entraîne un changement de conformation, qui peut conduire à son activation et/ou lui 
permettre d’interagir avec des protéines partenaires. Par exemple, les chaînes K63 et linéaires 
permettent l’activation de protéines impliquées dans des voies de signalisation de type NF-κB 
(Thevenon et al., 2009; Tokunaga and Iwai, 2012). La mono-ubiquitination peut réguler la 
fonction des histones et donc, indirectement, le niveau d’expression des gènes (Hicke, 2001). 
Elle intervient également, tout comme la poly-ubiquitination K63, dans la réparation de 
l’ADN en ciblant les histones qui sont alors reconnues différentiellement par des complexes 
de réparation ou de transcription (Bergink and Jentsch, 2009; Panier and Durocher, 2009). 
Pour les autres chaînes d’ubiquitine, peu de fonctions sont décrites dans la littérature bien 
qu’elles aient été détectées par protéomique (Kim et al., 2011). Par exemple, il a été montré 
que le E3 ligase Ring1B s’auto-ubiquitine par des chaînes K6, K27 et K48 et que ces 
modifications sont nécessaires pour sa capacité à mono-ubiquitiner l’histone H2A (Ben-










Figure 8. Les fonctions des principales modifications par l’ubiquitine (Ub). La poly-
ubiquitination K48 permet l’adressage de la protéine cible vers le protéasome, où elle va être 
dégradée. Plusieurs types d’ubiquitination sont impliqués également dans l’endocytose des 
récepteurs, qui peut conduire via le tri endosomal à leur dégradation par les lysosomes. Les 
chaînes K63 et la mono-ubiquitination jouent un rôle dans la réparation de l’ADN. De plus, la 
mono-ubiquitination régule l’activité des histones et la poly-ubiquitination K63 contrôle 







1. L’ubiquitination des récepteurs membranaires dans l’endocytose 
 
Le transport de protéines membranaires vers l’intérieur de la cellule est réalisé par le 
mécanisme d’endocytose, qui induit l’internalisation d’une fraction de la membrane 
plasmique. Dans le cas des récepteurs membranaires, le tri endocytaire permet le recyclage 
des protéines membranaires ou leur envoi dans la voie de dégradation lysosomale. De 
nombreux articles ont mis en évidence le rôle de l’ubiquitine dans cet adressage. S’il a 
d’abord été pensé que seule la mono- ou la multi-ubiquitination permettait l’endocytose des 
récepteurs (Mosesson et al., 2003), il est maintenant admis que les chaînes de poly-ubiquitine 
de type K63 sont elles aussi un signal pour le tri endosomal (Lauwers et al., 2009). En 
revanche, il n’est pas exclu que d’autres types d’ubiquitination soient impliquées dans 
l’adressage aux lysosomes. Par exemple, l’ubiquitination du récepteur Notch par des chaînes 
K29 entraîne sa dégradation lysosomale (Chastagner et al., 2008). L’ubiquitination intervient 
à la membrane plasmique pour permettre l’internalisation du récepteur, mais également au 
niveau des endosomes précoces pour favoriser le tri par les corps multivésiculaires (MVBs ou 
MVEs) (Piper and Lehner, 2011). La déubiquitination du cargo semble, elle aussi, nécessaire 
pour poursuivre la voie des lysosomes depuis les endosomes précoces (Komada, 2008). 
L’ubiquitination de nombreux récepteurs à tyrosine kinase (RTKs) est catalysée par l’action 
de la E3 ubiquitine ligase Cbl (Levkowitz et al., 1999; Marmor and Yarden, 2004). Ainsi, 
l’activité des récepteurs membranaires peut être régulée par le trafic endocytaire. Parfois, 
l’internalisation du récepteur est nécessaire à la signalisation en utilisant les endosomes 
comme des plateformes de signalisation (Clague and Urbe, 2001; Lund et al., 2010; 
McGettrick and O'Neill, 2010) et le plus souvent, elle conduit à son entrée dans la voie des 











2. Le processus d’endocytose 
 
L’endocytose dépendante de la clathrine est la mieux décrite actuellement. Elle module, 
entre autres, l’endocytose des récepteurs membranaires. Elle débute par la reconnaissance à la 
membrane cellulaire d’un signal de tri lié au cargo destiné à être internalisé. Ce signal peut 
varier d’une petite séquence linéaire peptidique (motifs consensus portés par les protéines 
membranaires du côté cytoplasmique) à des protéines entières réversiblement attachées aux 
cargos, comme par exemple l’ubiquitine (Bonifacino and Traub, 2003; Traub, 2009). En effet, 
plusieurs domaines de liaisons à l’ubiquitine ont été identifiés dans les protéines adaptatrices 
Epsin associées à la clathrine (De Camilli et al., 2002). Au niveau de la membrane plasmique, 
la séquestration du cargo est couplée mécaniquement à la déformation de la membrane 
effectuée par des amphiphysines contenant des domaines BAR (Bin1, Amphiphysin, and 
Rvs161/167p) (Itoh and Takenawa, 2009). Ce domaine permet l’interaction avec les lipides 
membranaires, la dimérisation des amphiphysines et la déformation de la membrane 
plasmique (McMahon and Gallop, 2005). Les amphiphysines recrutent la dynamine, qui va 
permettre à la vacuole en formation de se détacher de la membrane. Ainsi, les récepteurs 
internalisent depuis la membrane plasmique principalement via des vésicules enrobées de 
clathrine (CCV) (Rao et al., 2012) et sont ensuite dirigés vers les endosomes précoces (Fig. 
9). Il existe également une voie indépendante de la clathrine qui permet aux récepteurs 
membranaires de rejoindre les endosomes précoces en s’associant aux radeaux lipidiques (Di 
Guglielmo et al., 2003). 
 
Au niveau des endosomes précoces, trois destins sont possibles. Le cargo peut être 
recyclé à la membrane plasmique, soit directement, soit via des endosomes de recyclage. Le 
recyclage n’est pas seulement important pour réguler l’abondance des récepteurs 
membranaires à la membrane, mais aussi pour leur distribution spatiale dans des sites 
spécifiques de la membrane plasmique (Palamidessi et al., 2008). A partir des endosomes 
précoces, d’autres protéines ou des toxines sont envoyées au réseau Trans-Golgien (TGN), 
qui va permettre leur relocalisation (Bonifacino and Rojas, 2006). Enfin, les protéines 
membranaires ubiquitinées vont préférentiellement être incorporées aux vésicules 
intraluminales (ILVs) et suivre la route des MVBs et des endosomes tardifs pour finir dans les 
lysosomes, où la membrane des ILVs et le cargo vont être dégradés respectivement par des 
lipases et des protéases lysosomales (Gruenberg and Stenmark, 2004; Katzmann et al., 2002). 





(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) (Katzmann et al., 2002) qui va 
favoriser son tri jusqu’aux corps multivésiculaires (cf. le paragraphe «La machinerie 
ESCRT»). 
 
L’exemple de l’endocytose du récepteur à l’EGF (Epidermal Growth Factor) (EGFR) 
est le mieux décrit dans la littérature. La voie du récepteur à l’EGF est impliquée dans 
différents processus cellulaires, comme la mitogénèse, la survie cellulaire, la différenciation et 
la migration cellulaire. La reconnaissance du ligand EGF entraîne la dimérisation du 
récepteur, son autophosphorylation et son activation. Il s’ensuit l’interaction de EGFR avec 
l’ubiquitine ligase Cbl, qui mono-ubiquitine le récepteur sur plusieurs lysines (multi-
ubiquitination). L’EGFR est multi-ubiquitiné, bien que sa mono-ubiquitination semble suffire 
à son internalisation (Mosesson et al., 2003). De plus, une étude de spectrométrie de masse a 
également montré qu’une fraction significative de EGFR est modifiée par des chaînes de 
poly-ubiquitine K63 (Huang et al., 2006). L’ubiquitination de l’EGFR entraîne son intégration 
dans la voie des MVBs et sa dégradation dans les lysosomes, ce qui va réguler négativement 
la signalisation dépendante de ce récepteur. Un dysfonctionnement dans la régulation de la 
voie de dégradation de l’EGFR ou un EGFR constitutivement actifs sont associés à certains 









Figure 9. L’internalisation et le tri endocytaire. Les protéines membranaires sont 
emmenées à l’intérieur de la cellule et sont ensuite dirigées dans les endosomes précoces, qui 
reçoivent également des protéines du réseau trans-Golgien (TGN). Selon leur nature, les 
protéines membranaires vont suivre différents chemins. Certains récepteurs vont être renvoyés 
à la membrane soit directement (1a), soit via des endosomes de recyclage (1b). D’autres, 
comme les récepteurs pour les enzymes lysosomales ou des toxines protéiques, vont rejoindre 
le TGN (2). Les protéines ubiquitinées vont être préférentiellement incorporées aux vésicules 
intraluminales et passer par les endosomes multivésiculaires (MVEs) et les endosomes tardifs, 
pour finir éventuellement dans les lysosomes où elles vont être dégradées par des protéases 
(3). Au contraire, les protéines de membrane lysosomale arrivent à destination en restant dans 
la membrane des MVEs (4). Les autophagosomes sont aussi capables de fusionner avec les 
lysosomes pour former les autophagolysosomes, où va être dégradé leur contenu. (Raiborg 
and Stenmark, 2009) 
 
 
3. La machinerie ESCRT 
 
La machinerie ESCRT a été découverte chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Elle 
est composée de quatre complexes (ESCRT-0, -I, -II et -III) et de protéines associées, 
conservés au cours de l’évolution. Elle permet le tri de récepteurs dans les vésicules 
endosomales pour former les MVBs (Gruenberg and Stenmark, 2004). Ces complexes sont 





agissent séquentiellement selon leur ordre numérique pour effectuer trois fonctions distinctes. 
D’abord, ESCRT-0 séquestre les cargos ubiquitinés pour empêcher leur recyclage et les 
concentre dans des microdomaines de la membrane endosomale. Deuxièmement, ESCRT-I et 
-II participent à la déformation de la membrane et, finalement, ESCRT-III catalyserait le 
détachement des invaginations endosomales pour former les vésicules intraluminales 
contenant le cargo (Raiborg and Stenmark, 2009) (Fig. 10). 
 
Le complexe ESCRT-0 est le moins conservé au cours de l’évolution et n’a pas été 
identifié chez les plantes (Leung et al., 2008), mais, tout comme chez la levure, il existe chez 
les mammifères et la drosophile. ESCRT-0 est un hétérotétramère (2:2) composé de deux 
sous-unités : Hrs (HGF-Regulated tyrosine kinase Substrate) et STAM (Signal-Transducing 
Adaptor Molecule) qui sont colocalisées au niveau des endosomes précoces. Chacune des 
sous-unités possède deux domaines de liaison à l’ubiquitine (UBDs), ce qui leur permet de 
recruter ensemble les substrats ubiquitinés et d’initier leur tri dans la voie des MVBs (Lloyd et 
al., 2002; Mayers et al., 2011). Ces UBDs lient l’ubiquitine avec une affinité relativement 
faible (Fisher et al., 2003; Hirano et al., 2006). Ainsi, la poly-ubiquitination ou la multi-
ubiquitination, qui augmentent le nombre de molécules d’ubiquitine sur la protéine ciblée, 
apparaît comme un moyen de compenser cette faible affinité de ESCRT-0 pour son ligand 
(Clague et al., 2012b; Lange et al., 2012). En outre, il semble nécessaire que l’interaction du 
cargo ubiquitiné avec le complexe ESCRT-0 soit faible afin d’assurer l’état transitoire de cette 
association. Par ailleurs, Hrs possède également des domaines de liaison aux lipides et aux 
clathrines, qui lui permettent de retenir le cargo dans des microdomaines de la membrane 
(Raiborg et al., 2001). D’autres protéines que les Vps sont impliquées dans l’endocytose. Par 
exemple, l’isoforme Eps15b, associée à Hrs, participe à la dégradation de EGFR (Roxrud et 
al., 2008). 
 
Le complexe ESCRT-I a un domaine d’interaction avec ESCRT-0 et un autre avec 
ESCRT-II. Contrairement à celles de ESCRT-0, les protéines de ESCRT-I et -II possèdent 
seulement un UBD. C’est pourquoi, leur rôle intervient probablement une fois que le cargo 
ubiquitiné ait été concentré par ESCRT-0 (Raiborg and Stenmark, 2009). ESCRT-II possède 
aussi un domaine de liaison lipidique qui lui permet d’être rattaché à la membrane. Certaines 
études proposent que ESCRT-0, -I et -II agissent comme un super-complexe, plutôt que 






Le complexe ESCRT-III est le seul qui ne possède pas de domaine de liaison à 
l’ubiquitine. Cela indique qu’à cette ultime étape, l’ubiquitination de la protéine cible n’est 
plus nécessaire à son adressage dans les MVBs, voire qu’une déubiquitination des substrats 
est requise pour cette étape. En effet, ESCRT-III est associé à de nombreuses DUBs, qui 
permettraient de déubiquitiner le cargo avant son entrée dans les ILVs. Chez l’Homme, les 
protéines Vps de ESCRT-III sont également appelées CHMP (Charged Multivesicular Body 
Protein). D’autres protéines interviendraient dans la scission de la membrane endosomale. 
C’est le cas, par exemple, de l’ATPase Vps4 qui exercerait une force mécanique conduisant 
au désassemblage de ESCRT-III et à son détachement de la membrane, de façon 
concomitante à l’individualisation de la vésicule intraluminale (Lata et al., 2009). 
 
Plusieurs études ont montré que certains composants de la machinerie ESCRT étaient 
régulés par ubiquitination. En effet, les protéines des complexes ESCRT contenant des UBDs 
sont susceptibles d’être mono-ubiquitinées (Hicke and Riezman, 1996). En particulier, les 
protéines endocytaires Eps15 (Polo et al., 2002; van Delft et al., 1997), STAM et Hrs (Katz et 
al., 2002) sont ubiquitinées de façon dépendante de la présence de leur UBD. En outre, les 
protéines chimériques Eps15-Ub et Hrs-Ub forment des liaisons intramoléculaires dans leur 
UBD (Hoeller et al., 2006). Le changement conformationnel qui en résulte rend le domaine 
UBD indisponible pour l’interaction avec le cargo ubiquitiné et, ainsi, inactive les protéines 
ESCRT. 
 
Dans le cas de Hrs, son domaine UBD permet de recruter la E3 ubiquitine ligase Nedd4, 
qui catalyse son ubiquitination et, par conséquent, inhibe la fonction endocytaire de Hrs (Katz 
et al., 2002). Nedd4 est aussi capable d’ubiquitiner la protéine Eps15 (Polo et al., 2002; 
Woelk et al., 2006), ce qui suggère un rôle plus général de cette ubiquitine ligase dans la 
régulation des protéines endocytaires possédant des UBDs. Bien que le rôle principal de la 
mono-ubiquitination des protéines aux domaines UBDs semble être l’inhibition de leur 
capacité à lier l’ubiquitine, on peut aussi imaginer d’autres changements fonctionnels associés 
généralement à l’ubiquitination, comme la régulation de l’activité enzymatique, la 













4. Les protéines Rab 
 
Les protéines Rab sont des GTPases impliquées dans le transport vésiculaire des 
processus d’exocytose et d’endocytose. Elles font parties de la superfamille des petites 
GTPases Ras. Comme toutes les GTPases, la conformation des protéines Rab diffère selon 
qu’elle lie le GTP ou GDP. La conformation active des protéines Rab est celle associée au 
GTP, qui interagit avec des protéines effectrices (Stenmark and Olkkonen, 2001). 
Figure 10. Le tri endosomal des protéines ubiquitinées par la machinerie ESCRT. (a) Le 
cargo ubiquitiné est associé à des microdomaines riches en clathrine, liés par ESCRT-0 grâce à 
son domaine de liaison à la clathrine. ESCRT-0 initie la reconnaissance du cargo via ses 
domaines de liaison à l’ubiquitine. Ce complexe recrute ESCRT-I, qui lui-même lie ESCRT-II 
pour permettre la déformation de la membrane endosomale. (b) ESCRT-III est alors mobilisé 
par ESCRT-II et forme des filaments en forme de spirales. ESCRT-III rassemble le cargo dans 
l’invagination causée par ses filaments. Pendant cette étape, le cargo est déubiquitiné par des 
DUBs recrutées par ESCRT-III. (c) Les filaments de ESCRT-III s’organisent en cercles, ce qui 
contribue à l’invagination de la membrane. Vps4 désassemble ensuite ESCRT-III pour assurer 







d’entre elles ont été identifiées pour leur fonction dans la régulation du trafic endocytaire 
11). Les protéines Rab5 et Rab15 sont les protéines Rab qui interviennent précocement da
la voie endocytaire. Alors que Rab5 facilite l’internalisation du cargo 
translocation dans les endosomes précoces 
transport des protéines membranaires vers les endosomes précoces 
Au niveau des endosomes précoces, les protéines destinées au recyclage peuvent être 
renvoyées à la membrane plasmique soit directement à partir de microdomaines contenant 
Rab4, soit via des endosomes de recyclage régulés par Rab11 
voie de dégradation lysosomale, Rab7 permettr
précoces vers les endosomes tardifs puis vers les lysosomes 




Figure 11. Le rôle des protéines Rab dans la régulation de l’endocytose.
membranaires sont internalisées 
transportées vers les endosomes précoces (EE), caractérisés par la présence de Rab5 et Rab4. 
Rab4 favorise le recyclage rapide des protéines à la membrane, alors que Rab5 conduit à la 
voie des lysosomes (LYS). Le recyclage à la membrane plasmique peut s’effectuer aussi 
des endosomes de recyclage (RE), caractérisés par Rab11. Rab7 facilite le transport des 
endosomes précoces vers les endosomes tardifs (LE) et l’envoi vers le réseau trans
(TGN) est modéré par Rab9. Autre abréviation
2003) 
 protéines Rab sont codées par le génome humain et treize
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5. Les DUBs impliquées dans l’endocytose 
 
L’ubiquitination des récepteurs membranaires est un mécanisme clé dans la régulation 
de leur internalisation. Rapidement, des études ont permis d’identifier les ubiquitine ligases 
impliquées dans l’endocytose de récepteurs, comme Cbl et Itch/AIP4 (Chastagner et al., 2008; 
d'Azzo et al., 2005). En revanche, l’intérêt pour le rôle des déubiquitinases (DUBs) dans la 
régulation de l’endocytose est beaucoup plus récent. Plusieurs papiers ont mis en évidence 
deux DUBs fortement impliquées dans la régulation de l’endocytose : AMSH (Associated 
Molecule with the SH3 domain of STAM) et UBPY (Ubiquitin specific Protease Y, ou aussi 
appelée USP8) (Clague and Urbe, 2006). Ces deux enzymes ont des rôles différents mais 
interagissent toutes les deux avec le domaine SH3 (Src Homology 3 domain) de la protéine 
endocytaire STAM (Kato et al., 2000; Tanaka et al., 1999). En outre, d’autres DUBs agissent 
comme des régulateurs de l’endocytose mais semblent, à ce jour, spécifiques de certains 
récepteurs. Ce sont les cas, par exemple, de USP2a et de USP12 qui seront évoqués dans le 
paragraphe «Autres DUBs impliquées dans l’endocytose des récepteurs» (Liu et al., 2012; 
Moretti et al., 2012). Enfin, il est important de noter que les récepteur ubiquitinés ne sont pas 
les seules cibles possibles de DUBs agissant dans l’endocytose, puisque de nombreux 
composants de la voie endocytaire sont également ubiquitinés et donc susceptibles d’être 




AMSH est une DUB appartenant à la famille des métalloprotéases JAMM. Des études 
in vitro ont montré que AMSH hydrolyse préférentiellement les chaînes de poly-ubiquitine 
K63 plutôt que les chaînes K48 (McCullough et al., 2006). Cette enzyme lie à la fois ESCRT-
0, via le domaine SH3 de STAM, et différentes sous-unités du complexe ESCRT-III 
(CHMP1, CHMP2 et CHMP3) (Agromayor and Martin-Serrano, 2006; Komada, 2008). La 
présence de STAM permet d’augmenter l’activité enzymatique de AMSH in vitro 
(McCullough et al., 2006). En revanche, la localisation de AMSH au niveau des endosomes 
précoces ne dépend pas de son interaction avec STAM, mais de son domaine de liaison à la 
clathrine (Nakamura et al., 2006). Le rôle de AMSH dans la régulation de l’endocytose est 
encore controversé. L’interaction de AMSH avec ESCRT-0 pourrait lui permettre de 
déubiquitiner précocement les récepteurs membranaires destinés au tri dans les MVBs et 





déubiquitiner EGFR in cellulo, après stimulation par l’EGF (McCullough et al., 2004). De 
plus, l’extinction de AMSH augmente la dégradation du récepteur EGFR stimulé 
(McCullough et al., 2004; McCullough et al., 2006). Cependant, une étude plus récente 
montre que la dégradation de EGFR est, au contraire, inhibée par l’extinction de AMSH (Ma 
et al., 2007). En outre, dans le cas de l’internalisation du récepteur à chemokine CXCR4, 
AMSH déubiquitine les deux composants de ESCRT-0, Hrs et STAM, pour les activer et 
favoriser la dégradation du récepteur (Sierra et al., 2010) (Fig. 12b). 
 
Finalement, AMSH intervient au niveau du complexe ESCRT-III et son activité 
permettrait d’empêcher la dégradation du récepteur engagé dans le tri endosomal (Fig. 12a). 
Cette hypothèse est renforcée par le fait qu’un mutant catalytique de AMSH inhibe de façon 
dominante, aussi bien la dégradation de EGFR que le bourgeonnement du virus HIV, qui 
nécessite également la machinerie MVB. L’inhibition du bourgeonnement viral n’est pas 
modifiée par la délétion du domaine de AMSH nécessaire pour l’interaction avec STAM, 
mais dépend plutôt du domaine de liaison à CHMP. En conséquence, ce résultat reflète la 
compétition entre la protéine Vps4, nécessaire à la scission des vésicules intraluminales, et 
AMSH pour l’interaction au complexe ESCRT-III (Agromayor and Martin-Serrano, 2006). 
De cette façon, AMSH retarderait la dégradation du cargo en bloquant temporairement la 








Figure 12. Modèles du rôle de AMSH dans la régulation de la dégradation lysosomale 
des récepteurs. (a) AMSH est un régulateur négatif de la dégradation des récepteurs à 
tyrosine kinase (RTKs). AMSH semblerait agir à deux niveaux, d’après son interaction avec 
les complexes ESCRT-0 et ESCRT-III, pour réguler négativement l’intégration du récepteur 
dans la voie des MVBs. I. D’abord, cette enzyme pourrait favoriser le recyclage du récepteur 
en le déubiquitinant avant son engagement complet dans les MVBs. Cela serait permis par le 
recrutement de AMSH par STAM, ce qui favoriserait de plus l’activité DUB de AMSH. Dans 
ce rôle, AMSH s’oppose à l’activité des E3 ligases qui ubiquitinent le récepteur, entraînant 
son tri endosomal (e.g. Cbl). II. AMSH peut aussi interférer dans le tri des récepteurs en se 
disputant la liaison à ESCRT-III avec Vps4, une fois que le récepteur ait été engagé dans les 
vésicules. Cela pourrait empêcher la scission des vésicules par Vps4. L’entrée du cargo dans 
la lumière des MVBs nécessite qu’il soit déubiquitiné par une DUB restant à identifier. 
(Clague and Urbe, 2006) (b) AMSH favorise la dégradation basale du récepteur CXCR4 
en déubiquitinant les composants de ESCRT-0. L’endocytose constitutive de CXCR4 
résulte en son intégration dans les endosomes précoces. Le complexe ESCRT-0, composé de 
Hrs et STAM, permet le tri du cargo ubiquitiné destiné à la dégradation. AMSH, recrutée par 
le domaine SH3 de STAM, va déubiquitiner les composants de ESCRT-0 et ainsi les activer. 
AMSH va, de ce fait, participer à la dégradation lysosomale de CXCR4. Autres abréviations : 
Ubiquitin Interacting Motif (UIM) ; Coiled-Coil (CC) ; MultiVesicular Body (MVB). (Sierra 









La déubiquitinase USP8, ou UBPY, est une cystéine protéase de la famille des USPs. 
Contrairement à AMSH, USP8 est capable d’hydrolyser aussi bien les chaînes de poly-
ubiquitine K48 que les chaînes K63 in vitro (Row et al., 2006). Comme AMSH, USP8 est 
capable de déubiquitiner EGFR et son activité enzymatique sur ce récepteur est même plus 
forte que celle de AMSH in cellulo (Mizuno et al., 2005). Le rôle de USP8 dans la régulation 
du trafic endocytaire a été décrit dans plusieurs études mais son niveau d’action est lui aussi 
controversé.  
 
D’abord, plusieurs références décrivent USP8 comme un régulateur négatif du trafic des 
récepteurs dans les MVBS. En effet, USP8 empêcherait (ou ralentirait) le tri par les 
complexes ESCRT entraînant une protection des protéines ciblées. Cette activité dépendrait 
de la formation du complexe STAM-USP8 (Berlin et al., 2010b; Mizuno et al., 2005) (Fig. 
13a). Un autre exemple du rôle de USP8 comme régulateur négatif est celui de Smoothened 
(Smo) chez Drosophila melanogaster. Smo est une protéine transmembranaire qui s’associe 
au récepteur membranaire Patched (Ptc) et permet la transduction du signal lorsque le 
récepteur Ptc reconnaît son ligand Hedgehog (Hh), afin de réguler la croissance cellulaire et 
l’homéostasie des tissus adultes (Chen and Struhl, 1996). Smo s’accumule à la membrane 
cellulaire en réponse à Hh, alors qu’en absence de stimulation, il est en permanence 
internalisé et dégradé (Denef et al., 2000). Récemment, il a été montré que l’internalisation de 
Smo dépend de son ubiquitination et que la stimulation par Hh favorise la phosphorylation de 
Smo au détriment de son ubiquitination. En outre, cette étude montre que USP8 déubiquitine 
Smo, favorisant, ainsi, son accumulation à la surface cellulaire. Cette accumulation peut 
résulter d’une atténuation de son endocytose et/ou d’une augmentation du recyclage vers la 
membrane cellulaire depuis les endosomes précoces, au détriment de l’entrée dans la voie de 
dégradation lysosomale (Li et al., 2012). Cette hypothèse implique que USP8 se trouve à 
proximité de la membrane plasmique et au niveau des endosomes précoces. Or, si la 
localisation cytoplasmique de USP8 n’est pas spécifique d’un organite particulier, il a 
effectivement été observé que cette déubiquitinase pouvait être relocalisée au niveau des 
endosomes précoces après une stimulation par l’EGF (Mizuno et al., 2005). Par ailleurs, un 
mutant catalytique de USP8 est présent constitutivement dans les endosomes, ce qui mène à 
penser que l’activité déubiquitinase de USP8 est nécessaire pour son détachement de la 





Bien qu’ils aient d’abord décrit USP8 comme un régulateur négatif de la dégradation de 
EGFR (Mizuno et al., 2005), Mizuno et al. ont ensuite montré que le trafic de EGFR vers le 
compartiment lysosomal était bloqué par l’extinction de Usp8 (Mizuno et al., 2006). Plusieurs 
études ont, par la suite, confirmé que USP8 favorise la dégradation de EGFR (Ali et al., 2013; 
Alwan and van Leeuwen, 2007; Niendorf et al., 2007; Row et al., 2006). Cela pourrait être 
expliqué par différentes hypothèses. D’abord, l’extinction de Usp8 entraîne une accumulation 
de la forme mono-ubiquitinée inactive de la protéine endocytaire Eps15. Il a donc été proposé 
que USP8 favorise la dégradation des récepteurs en déubiquitinant Eps15 pour libérer ses 
domaines UBDs et ainsi l’activer (Mizuno et al., 2006). Par ailleurs, l’inhibition de Usp8 par 
RNAi ou par mutation conditionnelle a également était associée à une diminution des 
composants ESCRT-0. Le niveau de Hrs est ainsi réduit de 50%, alors que STAM est 
complètement dégradée (Niendorf et al., 2007; Row et al., 2006). Or, la perte des protéines 
ESCRT-0 suffit à la stabilisation de EGFR dans des fibroblastes embryoniques de souris 
STAM-/- (Kanazawa et al., 2003). Comme USP8 est capable d’hydrolyser les chaînes de poly-
ubiquitine K48 et que l’ubiquitination de STAM est augmentée en présence d’un inhibiteur du 
protéasome, Row., et al. spéculent que cette enzyme clive des chaînes K48 éventuellement 
présentes sur STAM pour la sauver de la dégradation protéasomale (Fig. 13b). Cependant, 
l’ubiquitination par des chaînes K48 de STAM n’a pas été prouvée, mais sont fortement 
suspectées dans la mesure où sa dégradation est dépendante du protéasome (Row et al., 2006). 
 
Un autre modèle d’action de USP8 sur la voie endocytaire, en revanche, repose sur 
l’existence d’une interaction entre USP8 et les protéines CHMP du complexe ESCRT-III 
(Row et al., 2007). Ainsi, il a été montré que USP8 interagit avec la protéine HD-
PTP/PTPN23 (His Domain Protein Tyrosin Phospatase/Protein Tyrosine Pospatase type N23) 
au niveau de ESCRT-III, pour permettre l’intégration de EGFR dans les vésicules 
intraluminales (ILVs) et sa dégradation (Ali et al., 2013). L’interaction et la déubiquitination 
du cargo par USP8 favoriserait ainsi l’association du récepteur à ESCRT-III, qui n’a pas de 
motif UBD, au détriment de l’association avec les complexe ESCRT-0, -I et -II qui en 
possèdent au moins un. 
 
Il est intéressant de noter qu’il a été observé à plusieurs reprises que l’extinction de 
Usp8 provoque une accumulation globale de protéines ubiquitinées et des aberrations 
morphologiques au niveau des endosomes (Mizuno et al., 2006; Niendorf et al., 2007; Row et 





des agrégats d’endosomes multivésiculaires car la formation des ILVs n’a pas été bloquée. 
Ces endosomes sont augmentés en nombre et en taille et semblent être cousus les uns aux 
autres. Une grande densité d’électrons a, en effet, été observée dans les régions où les 
membranes endosomales sont jointives (Mizuno et al., 2006; Row et al., 2006) (Fig. 13c). 
L’agrégation des endosomes est un phénotype couramment observé lorsque le tri endosomal 
est perturbé. Par exemple, la sur-expression de Hrs cause également ce type de phénotype 
(Raiborg et al., 2001). Ce défaut morphologique peut donc aussi expliquer pourquoi 
l’extinction de Usp8 empêche la dégradation lysosomale du récepteur EGFR : en raison d’un 
blocage général de la voie lysosomale. 
 
La difficulté de compréhension du rôle de USP8 à l’échelle moléculaire, dans la 
régulation du trafic endocytaire réside dans le fait que USP8 semble avoir de nombreuses 
cibles. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, le plus proche homologue de USP8 est la 
déubiquitinase Doa4 (Degradation Of Alpha 4) (Clague and Urbe, 2006). Doa4 se localise au 
niveau des endosomes via son interaction directe avec Snf7, une protéine du complexe 
ESCRT-III (Bowers et al., 2004). Doa4 déubiquitine les protéines avant leur incorporation 
dans les vésicules intraluminales et leur cheminement dans la voie lysosomale (Dupre and 
Haguenauer-Tsapis, 2001; Katzmann et al., 2002). Or, dans les cellules déficientes pour doa4, 
le niveau d’ubiquitine libre dans le cytoplasme est diminué (Swaminathan et al., 1999). Donc, 
Doa4 déubiquitine les récepteurs destinés à la dégradation lysosomale, ce qui contribue 
également au maintien de l’homéostasie de l’ubiquitine totale grâce à la libération des 
ubiquitines liées aux récepteurs. En outre, Doa4 aurait également un rôle dans le tri du cargo 
endosomal, indépendamment de sa fonction dans le recyclage de l’ubiquitine (Nikko and 
Andre, 2007). Malgré la conservation du domaine catalytique et du domaine Rhodanèse 
catalytiquement inactif, le rôle de Doa4 diffère de celui de USP8. En effet, l’inhibition de 
Usp8 ne diminue pas le stock d’ubiquitine libre en cellules de mammifères (Row et al., 2006) 
et le domaine de liaison à la protéine STAM de la protéine USP8 n’est pas présente chez 
Doa4 (Mizuno et al., 2005). De plus, l’extinction de Doa4 ne provoque pas d’aberrances dans 








                                                                                                                    
 
Figure 13. Différents modèles du rôle de USP8 (ou UBPY) dans la régulation de 
l’endocytose. (a) USP8 ralentit la dégradation du récepteur EGFR. Au niveau des 
endosomes, EGFR est recruté par le complexe Hrs-STAM et est transféré à ESCRT-I pour 
poursuivre la voie de dégradation lysosomale (route A). Une partie de EGFR ubiquitiné est 
transférée à UBPY. EGFR déubiquitiné va recycler à la membrane endosomale ou rester activé 
dans les endosomes (route B). Ensuite, c-Cb1 peut à nouveau ubiquitiner EGFR, qui est à 
nouveau recruté par le complexe Hrs-STAM et rejoindre éventuellement la route A pour être 
dégradé. Ainsi, la route A permet une dégradation rapide de EFGR, alors que la route B ralentit 
l’intégration du récepteur dans la voie lysosomale. (Mizuno et al., 2005) (b) USP8 stabilise la 
protéine endocytaire STAM. STAM, comme beaucoup de protéines aux domaines de liaison 
à l’ubiquitine (UIM), est ubiquitinée et les DUBs, comme UBPY, contrent cette modification. 
L’extinction de UBPY par RNAi provoque la poly-ubiquitination de STAM et sa dégradation 
par le protéasome. Contrairement à AMSH, UBPY est capable d’hydrolyser les chaînes 
d’ubiquitine K48 associées à la dégradation protéasomale. Probablement, UBPY stabilise 
STAM en le déubiquitinant, ce qui le sauve de la dégradation. En ce sens, UBPY est un 
régulateur positif de la voie de dégradation lysosomale. (Clague and Urbe, 2006) (c) 
L’extinction de UBPY provoque une accumulation de MVBs morphologiquement 
aberrants. Les cellules HeLa qui expriment moins UBPY accumulent des MVBs élargis qui 
semblent être cousus les uns aux autres par des filaments régulièrement espacés et denses en 
électrons (flèches), ce qui n’est pas observé chez les cellules contrôles. (i) Quelques larges 
MVBs ont seulement un peu de vésicules internes (astérisque), alors qu’en général, le nombre 
de structures multivésiculaires est augmenté. (ii, iii) Grossissement sur les jonctions des MVBs. 
Ce défaut dans la morphologie des endosomes soutient plutôt l’hypothèse que USP8 est 
nécessaire au bon déroulement de la dégradation des récepteurs. (Clague and Urbe, 2006; Row 
















c. Autres DUBs impliquées dans la régulation de l’endocytose des récepteurs 
 
Bien que USP8 et AMSH soient très souvent décrites comme les DUBs principales 
régulant le processus d’endocytose des récepteurs, d’autres déubiquitinases ont été identifiées 
dans le contrôle de la dégradation de récepteurs spécifiques ou la régulation de protéines 
endocytaires. 
 
A titre d’exemple, des études de biologie du développement sur l’œil de drosophile ont 
montré que le gène fat facets (faf) régule la différenciation des photorécepteurs. L’œil de la 
drosophile est composé de 800 unités, appelées ommatidies, et chaque unité contient 8 
cellules photoréceptrices. Chez le mutant faf, chaque ommatidie possède trop de 
photorécepteurs car la prolifération des cellules est excessive (Fischer-Vize et al., 1992). La 
protéine Faf, ou aussi connue sous le nom de USP9, est une déubiquitinase de la famille des 
USPs (Huang et al., 1995). Des expériences génétiques ont ensuite montré que Faf agit dans 
la même voie que la protéine LqF (Liquid Facet), qui présente de fortes homologies de 
séquence avec la protéine endocytaire Epsin. En effet, le défaut du mutant faf est restauré en 
sur-exprimant Lqf (Cadavid et al., 2000). Des études structurales suggèrent également que Faf 
interagit directement avec Lqf (Taya et al., 1999). Donc, Faf empêcherait certaines cellules de 
se différencier en photorécepteurs, en déubiquitinant la protéine Lqf de la machinerie 
endocytaire. Cela implique que Faf sauve Lqf de la dégradation ou bien, que l’ubiquitination 
de Lqf est nécessaire à son activation et que sa déubiquitination est essentielle pour une 
utilisation répétée dans l’endocytose ou permet la progression à l’étape suivante dans la voie 
endocytaire (Carthew and Xu, 2000). 
 
Par ailleurs, USP12 est un autre exemple de DUB agissant comme un régulateur positif 
du trafic endocytaire et de la dégradation lysosomale. Son activité a été spécifiquement 
décrite sur le récepteur Notch non activé (Moretti et al., 2012). La voie Notch a été très 
conservée au cours de l’évolution. Elle permet ou inhibe la différentiation, la prolifération ou 
la mort des cellules, selon le contexte cellulaire. Elle repose sur la communication entre des 
cellules adjacentes, régulée par la liaison du ligand transmembranaire Delta au récepteur 
Notch d’une cellule voisine (Greenwald and Kovall, 2013; Nye and Kopan, 1995). Cette 
reconnaissance déclenche une série de modifications post-traductionnelles et d’événements 
qui aboutissent au relargage du domaine soluble intracellulaire de Notch, et sa translocation 





l’endocytose est cruciale pour la modification du ligand et le transport de Notch activé 
jusqu’au noyau, elle l’est aussi pour la dégradation du récepteur non activé (Brou, 2009). En 
effet, en l’absence du ligand, Notch est constamment internalisé et dégradé par les lysosomes, 
afin de maintenir une quantité basale de Notch à la membrane. Notch non-induit est poly-
ubiquitiné par des chaînes K29, encore rarement décrites, par la E3 ubiquitine ligase 
Itch/AIP4 qui favorise sa dégradation lysosomale (Chastagner et al., 2008). Plus récemment, 
il a été observé que l’extinction de Usp12 bloque la dégradation du récepteur Notch non 
activé, qui s’accumule au niveau des corps multivésiculaires, des endosomes tardifs ou des 
lysosomes (structures identifiées par la présence de la protéines Lamp1). Ce phénotype ne 
résulte pas d’une activité globale sur la voie endocytaire car la dégradation de l’EGFR n’est 
pas affectée. De plus, l’extinction de Usp12 entraîne une accumulation de Notch ubiquitiné, 
qui est encore augmentée par l’extinction génique de l’activateur UAF1 (USP1-associated 
factor 1). Au contraire, la surexpression de USP12, mais pas celle de son mutant catalytique, 
entraîne une perte de l’ubiquitination de Notch. Donc, ces résultats suggèrent que le complexe 
USP12-UAF1 déubiquitine spécifiquement Notch pour permettre son intégration dans les 
vésicules des MVBs et, finalement, sa dégradation constitutive par les lysosomes (Moretti et 
al., 2012). 
 
Le dernier exemple abordé dans ce manuscrit est celui du rôle de l’isoforme USP2a du 
gène Usp2, dans le recyclage du récepteur EGFR. Cette isoforme est surexprimée dans 
certains cancers, ce qui est associé, entre autres, à une augmentation de l’expression de gènes 
impliqués dans la voie endocytaire, comme ceux de la voie Rab (Priolo et al., 2006). En outre, 
cette déubiquitinase est capable d’interagir avec la clathrine, ce qui suggère fortement qu’elle 
intervient dans l’endocytose (Graner et al., 2004). USP2a est localisée au niveau des 
endosomes précoces et sa surexpression entraîne une diminution de l’ubiquitination, de 
l’internalisation et de la dégradation de EGFR, alors que la présence du récepteur à la 
membrane est augmentée. Ces effets n’apparaissent pas instantanément après l’ajout du ligand 
EGF, ce qui exclut l’hypothèse d’un effet de USP2a sur la reconnaissance de l’EGF ou sur la 
formation de la CCV (Clathrin Coated Vesicles). Il est donc fortement probable que USP2a 
favorise le recyclage de EGFR à la membrane cellulaire. D’ailleurs, en présence de USP2a, la 
colocalisation de EGFR avec le marqueur des endosomes de recyclage Rab11 est meilleure 
que celle du contrôle. Donc, USP2a favorise la déubiquitination de EGFR au niveau des 
endosomes précoces et permet ainsi son recyclage à la membrane plasmique, au détriment de 





USP2a agit directement sur EGFR ou sur un composé de la machinerie endocytaire. 
Finalement, cette étude apporte une hypothèse permettant d’expliquer les propriétés 
oncogéniques de USP2a car les auteurs observent une corrélation entre l’expression de USP2a 
et celle de EGFR dans des cellules tumorales humaines. Or, EGFR est un oncogène impliqué 
dans plusieurs processus de tumorigenèse (Al Olayan et al., 2012; Laurie and Goss, 2013; 
Masuda et al., 2012). Cependant, USP2a possède d’autres cibles oncogéniques, comme la 








1. Le système immunitaire 
 
a. La réponse immunitaire 
 
La survie des organismes multicellulaires repose sur leur capacité à se défendre contre 
des pathogènes, grâce à leur système immunitaire. La réponse immunitaire est divisée en deux 
parties : l’immunité innée et l’immunité adaptative.  
 
La première ligne de défense contre l’invasion de pathogènes est la réponse immunitaire 
innée (Sato et al., 2009). L’immunité innée est un mécanisme ancien de défense contre les 
pathogènes car des modes moléculaires conservés ont été trouvés chez les plantes et les 
animaux (Hoffmann et al., 1999). La réponse immunitaire innée est initiée par la 
reconnaissance du «non-soi» par l’organisme. Elle possède au moins trois composantes : une 
réponse cellulaire, une réponse humorale et une réponse épithéliale. Les couches épithéliales 
recouvrent la peau, le système digestif, les poumons et les voies urogénitales. Les tissus 
épithéliaux forment une barrière physique séparant les cellules de l’hôte du monde extérieur. 
Ils apportent ainsi une protection contre des agressions environnementales, mécaniques, 
chimiques et microbiennes. Les cellules épithéliales subissent des programmes finement 
régulés de différentiation et de prolifération, qui assurent le renouvellement des tissus 
épithéliaux sans compromettre leurs propriétés fonctionnelles. Cette tâche est particulièrement 
difficile car ces tissus sont soumis à de nombreuses attaques provenant de l’extérieur et 
nécessitent une régulation des programmes de prolifération et de différentiation pour 
maintenir une homéostasie basale après une blessure. De plus, les cellules épithéliales 
assurent la régulation de la réponse humorale, permettant ainsi la tolérance des bactéries 
commensales colonisant les surfaces épithéliales (Pasparakis, 2012). 
 
La réponse humorale comprend les cascades protéolytiques et la sécrétion de molécules 
pro-inflammatoires et de peptides antimicrobiens. Les cascades protéolytiques jouent un rôle 
majeur dans les réactions immunitaires car elles peuvent être déclenchées immédiatement, 
tandis que les réponses impliquant l’expression de gènes spécifiques nécessitent un délai pour 
la transcription, la traduction et la sécrétion (Cerenius et al., 2010). Chez les vertébrés, 





cascades protéolytiques. En effet, ces systèmes impliquent une succession de clivages 
protéolytiques par des sérine protéases actives sur la membrane des pathogènes rencontrés, 
suite à un mécanisme d’opsonisation (Markiewski et al., 2007). 
 
En outre, la reconnaissance du «non-soi» va activer des voies de signalisation qui 
résultent en la sécrétion de peptides antimicrobiens (AMPs) et de molécules pro-
inflammatoires. Les AMPs ont été identifiés pour leur capacité à inactiver les cellules 
procaryotes en ciblant un grand nombre de leur processus physiques ou métaboliques à la 
membrane plasmique, à l’extérieur et/ou à l’intérieur des cellules. Ainsi, les AMPs peuvent 
agir en perturbant l’intégrité de la membrane microbienne en formant des pores (cas des 
AMPs défensines) ou inhiber, entre autres, les processus de transcription et de traduction 
(Diamond et al., 2009; Yount and Yeaman, 2013). Les molécules pro-inflammatoires, quant à 
elles, permettent essentiellement d’informer l’ensemble de l’organisme de l’infection et de 
réguler la réponse cellulaire. Par exemple, les cytokines, comme les chémokines, les 
interleukines 1 et 6 (IL-1 et 6) et le TNFα (Tumor Necrosis Factor), sont exprimées en 
réponse à l’infection. Les chemokines permettent de recruter les lymphocytes (cellules de 
l’immunité adaptative) et d’autres cytokines, comme IL-6, vont les activer (de la Fuente et al., 
2012; Janeway and Medzhitov, 2002). 
 
Par ailleurs, les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les 
neutrophiles contribuent principalement à la réponse cellulaire, en phagocytant et tuant les 
pathogènes. Un autre aspect de la réponse cellulaire provient du relargage par les cellules 
immunitaires de cytokines immuno-régulatrices (e.g. les chémokines CCL2), qui permettent, 
entre autres, le recrutement d’autres cellules sur le lieu de l’infection (phénomène de 
chimiotactisme) (Goldszmid and Trinchieri, 2012; Schenten and Medzhitov, 2011). La 
réponse immunitaire innée se met en place rapidement (en quelques minutes), puisque les 
éléments nécessaires à son activation sont constitutivement exprimés et prêts à être mobilisés 
à tout moment. Finalement, la sécrétion de cytokines et l’activation des cellules phagocytaires 
va permettre l’activation de l’immunité adaptative, via la stimulation des lymphocytes B et T. 
 
La réponse immunitaire adaptative (ou acquise) n’est, elle, présente que chez les 
vertébrés et elle s’installe plus lentement (en quelques jours). L’immunité innée et la réponse 
inflammatoire associée sont strictement requises pour son activation. D’ailleurs, la nécessité 





immunitaire innée en témoigne (Aguilar and Rodriguez, 2007). L’immunité adaptative fournit 
une réponse spécifique d’antigènes étrangers via la production d’anticorps spécifiques par les 
lymphocytes sélectionnés. De plus, elle comprend la mémoire immunitaire. En effet, 
l’organisme se rappelle de l’antigène rencontré pour réagir plus rapidement, plus intensément 
et plus spécifiquement lors des prochaines expositions avec ce même antigène grâce à la 
présence de lymphocytes spécifiques (Flajnik and Kasahara, 2010; Litman et al., 2010). 
 
Il est important de noter que l’immunité innée peut aussi conférer une réponse 
spécifique du pathogène rencontré, voire une mémoire immunitaire (Boehm, 2012). Par 
exemple, chez la drosophile, l’expression des peptides antimicrobiens diffère selon que 
l’infection soit réalisée par des champignons, des bactéries à Gram positif ou à Gram négatif 
(Lemaitre et al., 1996; Lemaitre et al., 1997). Ainsi, l’attacine et la diptéricine apparaissent 
plus spécifiques des infections par des bactéries à Gram négatif et la drosomycine est 
fortement exprimée en réponse à des champignons et des bactéries à Gram positif. Ces 
différents niveaux d’expression de AMPs en fonction du type d’infection montrent qu’il 
existe une certaine sélectivité du système immunitaire inné chez les insectes, qui repose sur la 
sélectivité des récepteurs mis en jeu. En outre, certains invertébrés ont la capacité de mémoire 
immunitaire, pourtant historiquement associée à l’immunité adaptative (Kurtz, 2005). C’est le 
cas de Bombus terrestris (le bourdon terrestre), qui a une réponse immunitaire meilleure et 
plus spécifique après l’exposition avec un pathogène déjà rencontré auparavant (Sadd and 
Schmid-Hempel, 2006). Une étude chez la drosophile montre également une mémoire 
cellulaire de la réponse à Streptococcus pneumoniae (Pham et al., 2007). 
 
 
b. La reconnaissance du «non soi» 
 
La réponse immunitaire innée repose sur l’identification du «non-soi», c’est-à dire la 
reconnaissance de pathogènes. Cela implique la capacité des cellules hôtes à détecter des 
motifs moléculaires conservés, qui sont des produits essentiels de la physiologie microbienne 
et qui sont absents ou cloisonnés à l’intérieur des cellules hôtes (Kumar et al., 2011; 
Medzhitov and Janeway, 2002). Cette stratégie permet à l’hôte de distinguer le «non-soi» du 
«soi» et présente l’avantage de cibler des produits indispensables à la survie de l’organisme 





Patterns). Les exemples les plus représentés de PAMPs sont les lipopolysaccharides (LPS) et 
les peptidoglycanes (PGN) des bactéries. Les PAMPs sont produits par tous les 
microorganismes, qu’ils soient pathogéniques ou non, et sont invariants dans une classe de 
microorganismes donnée. Cette caractéristique est à l’origine de la reconnaissance d’une 
énorme diversité de microbes à partir d’un nombre restreint de récepteurs (Janeway and 
Medzhitov, 2002). De leur côté, les organismes hôtes ont développé un ensemble de 
récepteurs qui reconnaissent spécifiquement les PAMPs : il s’agit des PRRs (Pattern 
Recognition Receptors) (Fig. 14). 
 
Les PRRs peuvent être exprimés à la surface cellulaire, dans les compartiments 
intracellulaires ou bien sécrétés dans le système sanguin ou le liquide tissulaire (Mogensen, 
2009). Ainsi, bien que la compartimentalisation fournisse des habitats potentiels pour les 
pathogènes, elle est aussi un fantastique moyen stratégique de défense. Pour atteindre leur 
niche, les pathogènes doivent souvent traverser plusieurs barrières physiques (membranes 
cellulaires) et, à chaque étape, se trouvent des PRRs qui vont alerter les cellules hôtes de 
l’infection (Randow et al., 2013). Certains PRRs sont sécrétés, lient les cellules microbiennes 
et les marquent ainsi pour leur destruction par le système du complément ou par phagocytose 
(Medzhitov and Janeway, 2002). D’autres PRRs sont présents à la surface des cellules 
immunitaires, comme les cellules dendritiques, les macrophages et les neutrophiles. La 
détection des PAMPs par les PRRs membranaires déclenchent rapidement des voies de 
signalisation intracellulaires, qui orchestrent une réponse immunitaire efficace et contrôlée 
dans le temps (Bourgeois et al., 2010). Ces cascades de signalisation induisent l’expression de 
gènes impliqués dans la réponse immunitaire. Elles activent aussi la réponse inflammatoire, 
régulée par de nombreuses chemokines et cytokines, et facilitent ainsi l’éradication du 
pathogène (Kawai and Akira, 2010; Kumar et al., 2009). A l’heure d’aujourd’hui, plusieurs 
classes de PRRs ont été découvertes et caractérisées chez les mammifères, comme les 
récepteurs Toll-like (TLRs), RIG-I-like (RLRs), NOD-like (NLRs), les récepteurs au sucre et 
les récepteurs d’ADN (capteur cytosolique d’ADN). Ces récepteurs constituent la première 
ligne de reconnaissance des pathogènes intracellulaires ou extracellulaires et peuvent détecter 
différentes classes de molécules, comme des protéines, des lipides, des carbohydrates et des 











c. La réponse immunitaire chez la drosophile 
 
Drosophila melanogaster est un formidable modèle pour étudier le système immunitaire inné. 
En effet, les gènes et les voies de signalisation de la réponse immunitaire innée ont été bien 
conservés au cours de l’évolution, de la mouche au mammifère (Kornberg and Krasnow, 
2000). La mouche du vinaigre ne possède qu’une composante innée, qui la protège contre un 
large spectre de microorganismes, comme en témoigne sa capacité à prospérer dans des 
milieux infectés (fruits pourrissants). La réponse immunitaire cellulaire chez la drosophile 
dépend des hémocytes produits par la glande lymphatique. Ces cellules sont proches des 
cellules sanguines de la lignée des phagocytes ; elles existent sous la forme d’ilots sessiles 
dans l’organisme ou circulantes dans l’hémolymphe, où elles assurent la phagocytose et 
l’encapsulation des microbes (Hultmark, 2003; Schlenke et al., 2007). La réponse humorale 
est principalement activée dans le corps gras de la mouche, l’analogue fonctionnel du foie 
chez l’Homme (Aggrawal and Silverman, 2007). Elle permet la production rapide de peptides 
antimicrobiens, dont la transcription est contrôlée par deux voies de signalisation NF-κB 
Figure 14. Activation des mécanismes de 
défenses chez l’hôte. Le système immunitaire 
inné est activé par la reconnaissance des motifs 
PAMPs (Pathogen-Associated Molecular 
Patterns) d’un pathogène par les récepteurs 
PRRs (Pattern Recognition Receptors). La 
réponse immunitaire est induite rapidement (de 
l’ordre de quelques minutes) et, chez les 
vertébrés, elle active, à son tour, la réponse 
immunitaire adaptative qui se met en place plus 
lentement (après plusieurs jours). Le système 
immunitaire adaptatif apporte la spécificité de 
la réponse immunitaire (anticorps) et abouti par 







(Nuclear Facor κB) : les voies Toll et IMD (Immune Deficiency) (Hetru and Hoffmann, 
2009). Les voies Toll et IMD sont similaires respectivement aux voies TLR et TNF-R (Tumor 
Necrosis factor) des mammifères (Hoffmann and Reichhart, 2002). En outre, l’infection 
s’accompagne souvent d’une mélanisation autour des microbes encapsulés, résultant de 
l’activation de la cascade prophénoloxidase (Soderhall and Cerenius, 1998). Cette cascade 
protéolytique intervient dans l’hémolymphe et résulte en la production d’éléments 
cytotoxiques comme ROS (Reactive Oxygen Species) et de mélanine, qui sont probablement 
toxiques pour les microorganismes (Cerenius and Soderhall, 2004). Le système immunitaire 
de Drosophila comprend également une coagulation localisée autour des blessures dans la 
cuticule (Bidla et al., 2005). 
 
Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons, plus particulièrement, à la 
régulation par ubiquitination des voies de signalisation Toll et IMD, ainsi qu’aux récepteurs 




2. Les voies de l’immunité 
 
a. Les voies Toll de la drosophile et TLRs des mammifères 
 
La voie Toll a initialement été identifiée par des cribles génétiques de gènes impliqués 
dans le développement embryonnaire de Drosophila. Ces cribles ont conduit à la découverte 
de gènes importants pour la formation de l’axe dorso-ventral chez l’embryon, comme Toll, 
tube, pelle, cactus, l’homologue NF-κB dorsal et sept gènes en amont de Toll (Belvin and 
Anderson, 1996; Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980). Comme NF-κB est impliqué dans 
l’immunité des mammifères et que le papillon de nuit Hyalophora cecropia exprime un 
facteur immunitaire NF-κB-like, il a été progressivement suspecté qu’il existait un parallèle 
entre les voies de signalisation du développement embryonnaire et l’activation du système 
immunitaire chez la drosophile (Sun and Faye, 1992; Wasserman, 1993). Ainsi, en 1996, Toll 
a été identifié pour la première fois comme un activateur de la réponse immunitaire chez 
Drosophila (Lemaitre et al., 1996; Rosetto et al., 1995). Par la suite, des travaux ont permis de 





immunitaire des mammifères. Pour leurs travaux sur les récepteurs Toll et TLRs, Jules 
Hoffmann et Bruce Beutler ont reçu le prix Nobel de physiologie et médecine 2011. 
 
Neuf gènes codant pour des récepteurs Toll ont été identifiés dans le génome de la 
drosophile et dix TLRs chez l’humain (Medzhitov et al., 1997; Tauszig et al., 2000). A part le 
récepteur Toll, les autres récepteurs Toll de la drosophile ne semblent pas avoir de rôle majeur 
dans la réponse immunitaire. Les récepteurs Toll et TLRs ont une structure moléculaire 
commune, avec un ectodomaine principalement composé de motifs répétés riches en leucine 
avoisinant des régions riches en cystéine (Tauszig et al., 2000). En outre, les récepteurs Toll 
de la mouche et IL-1R (Interleukin Receptor-1) de la famille des TLR des mammifères 
partagent un domaine homologue cytosolique, nommé TIR (Toll/IL-1R). Ces domaines 
interagissent avec des molécules adaptatrices, pour activer la signalisation en aval de Toll 
(Imler and Hoffmann, 2001). En revanche, contrairement au récepteur Toll de la drosophile, 
les récepteurs TLRs des mammifères ne semblent pas être impliqués dans le développement 
embryonnaire (Kimbrell and Beutler, 2001). Dans le système immunitaire, la voie Toll de la 
drosophile participe à la réponse cellulaire, puisqu’elle contrôle, avec d’autres voies, la 
prolifération et la densité des hémocytes (Sorrentino et al., 2004; Zettervall et al., 2004). 
Mais, la voie Toll joue surtout un rôle majeur dans la réponse immunitaire humorale. En effet, 
les infections par des champignons ou des bactéries à Gram positif déclenchent indirectement 
l’activation de la voie Toll, résultant par la production de peptides antimicrobiens. Le peptide 
antifongique drosomycine est une cible majeure de la réponse Toll (Aggarwal and Silverman, 
2008; Hetru and Hoffmann, 2009). 
 
Activation du ligand Spätzle chez la drosophile : 
 
Contrairement aux récepteurs TLRs chez les mammifères qui reconnaissent directement 
différents PAMPs (LPS, PGN, lipoprotéines,…), le récepteur Toll de la mouche n’agit pas 
comme un PRR, puisqu’il ne reconnaît pas directement des motifs du «non-soi» mais le 
ligand Spätzle (Spz), dont l’activation résulte d’une cascade protéolytique effectuée par des 
protéines extracellulaires (Schneider et al., 1994; Weber et al., 2003) (Fig. 15). En effet, Spz 
est synthétisé et sécrété sous la forme d’un précurseur inactif, composé d’un prodomaine et 
d’une région C-terminale (DeLotto and DeLotto, 1998). En condition basale, le prodomaine 





«non-soi» provoque la protéolyse de Spz par l’enzyme SPE (Spz-Processing Enzyme), ce qui 
entraîne un changement conformationnel dévoilant les facteurs déterminants de Spz pour la 
liaison au récepteur Toll (Arnot et al., 2010 ; Jang et al., 2006). Selon le modèle actuel, 
l’activation de SPE provient de trois cascades en amont selon le type de microorganismes 
impliqué dans l’infection. 
 
D’abord, deux cascades de protéases, entraînant l’activation de la sérine protéase Grass 
(Gram-positive-Specific Serine protease), sont initiées par les composants de la paroi 
cellulaire des champignons (β-glucanes) et des bactéries à Gram positif (peptidoglycane de 
type Lysine) (El Chamy et al., 2008). La reconnaissance des β-glucanes de champignons est 
effectuée par les PRRs GNBP3 (Gram-Negative Binding Protein 3) et les peptidoglycanes de 
type Lysine des bactéries à Gram positif sont reconnus par le complexe GNBP1/PGRP-SA 
(Peptidoglycan Recognition Receptor Protein SA) et la protéine PGRP-SD (Gobert et al., 
2003; Gottar et al., 2006; Michel et al., 2001). En amont de Grass, la protéase ModSP 
(Modular Serine Protease) joue un rôle essentiel dans l’intégration du signal depuis la 
reconnaissance des PAMPs par les PRRS jusqu’à la cascade Grass-SPE-Spz (Buchon et al., 
2009). 
 
Une troisième cascade conduisant à l’activation de SPE implique la protéase 
Persephone (PSH), qui devient mature par des clivages protéolytiques effectués par le facteur 
de virulence PR1 sécrété par les champignons ou par des facteurs de virulence bactériens des 
Gram positifs (El Chamy et al., 2008; Gottar et al., 2006). Par ailleurs, il est intéressant de 
noter que, pour la formation de l’axe dorso-ventral, l’activation de Spz résulte d’une cascade 







Figure 15. Les cascades protéolytiques impliquées dans l’activation de Spätzle (Spz). 
Dans la réponse immunitaire, trois cascades de protéases conduisent à l’activation de SPE 
(Spätzle Processing Enzyme), qui clive la forme entière de Spz. La cascade Persephone 
(PSH) détecte les facteurs de virulence et est activée par les bactéries à Gram positif et les 
champignons vivants. Les deux autres cascades sont activées par les récepteurs PRRs (Pattern 
Recognition Receptors) qui lient des composants de la paroi cellulaire de champignons et de 
bactéries à Gram positif. Ces deux cascades convergent au niveau de ModSP (Modular Serine 
Protease) et Grass (Gram-positive-Specific Serine protease), en amont de l’activation de SPE. 
Par clivage protéolytique, la partie C-terminale de Spz est exposée et, ensuite, Spz est 






La voie Toll de la drosophile 
 
La reconnaissance de Spz activé entraîne probablement la dimérisation du récepteur 
Toll (Weber et al., 2005) et Toll activé lie, à son tour, la protéine adaptatrice dMyD88 
(Myeloid Differentiation primary response gene 88) par son domaine TIR (Tauszig-
Delamasure et al., 2002). Grâce à cette interaction, la protéine adaptatrice Tube et la sérine-
thréonine kinase Pelle sont recrutées pour former le complexe hétérotrimérique dMyD88-
Tube-Pelle par des interactions via des domaines DD (Death Domain) (Moncrieffe et al., 
2008). Les protéines dMyD88 et Pelle ne sont pas en contact l’une et l’autre ; au contraire, 
deux domaines DD distincts de la protéine Tube lie séparément dMyD88 et Pelle (Sun et al., 
2002). Ensuite, le complexe oligomérique dMyD88-Tube-Pelle induit la signalisation qui 
permet la phosphorylation et la dégradation du facteur I-κB (Inhibitory κB) Cactus. La 
dégradation de Cactus dépend de sa phosphorylation. L’activité kinase de Pelle est nécessaire 
à la phosphorylation de Cactus mais il n’a pas pu être démontré que Pelle phosphoryle 
directement Cactus (Huang et al., 2010; Towb et al., 2001). En condition basale, Cactus lie les 
facteurs de transcription NF-κB (Nuclear Factor κB) Dorsal ou Dif (Dorsal-related Immune 
Factor), en empêchant leur activation et leur localisation nucléaire. En conséquence, la 
translocation nucléaire de Dorsal/Dif nécessite la dégradation de Cactus (Wu and Anderson, 
1998) et permet la transcription d’un grand nombre de gènes gouvernant la réponse 
immunitaire, comme celui de la drosomycine (Hetru and Hoffmann, 2009) (Fig. 16a). 
 
Dorsal est un facteur de transcription de la famille Rel, initialement décrit comme un 
morphogène important dans la polarisation dorso-ventrale via le contrôle de l’expression de 
gènes essentiels dans la différentiation ventrale. Dorsal interagit avec Pelle, Tube et Cactus et, 
en réponse à l’infection, il est transloqué dans le noyau et permet l’expression des gènes 
codant pour des AMPs (Edwards et al., 1997; Yang and Steward, 1997). En effet, Dorsal peut 
activer le promoteur de la diptéricine in vitro (Gross et al., 1996). D’autre part, Dif ne 
participe pas à la formation de l’axe dorso-ventral. En revanche, il régule la réponse 
immunitaire, notamment dans la larve de drosophile, et interagit avec Cactus in vitro (Tatei 
and Levine, 1995; Valanne et al., 2011). Dif, mais pas Dorsal, permet l’induction du gène 
codant pour le peptide antifongique drosomycine chez les mouches adultes, alors que Dorsal 
et Dif semblent être redondants chez les larves (Lemaitre et al., 1996; Manfruelli et al., 1999; 
Rutschmann et al., 2000). En outre, Dif et Dorsal peuvent former des hétérodimères in vitro 





Le rôle de la voie Toll dans l’immunité ne se limite pas à l’expression de peptides 
antimicrobiens. En effet, des analyses transcriptomiques ont identifiées au moins 400 gènes 
exprimés en réponse à une infection bactérienne ou fongique (De Gregorio et al., 2001; De 
Gregorio et al., 2002; Irving et al., 2001). En outre, une étude suggère que la voie Toll peut 
activer la voie JNK (Jun N-terminal Kinase), pour réguler l’expression de gènes impliqués 
dans la réponse aux blessures septiques (Boutros et al., 2002). 
 
La voie TLR chez les mammifères 
 
Chez les mammifères, tous les TLRs, sauf TLR3, peuvent induire une signalisation 
dépendante de MyD88 pour permettre l’expression de cytokines pro-inflammatoires (Brown 
et al., 2011). En effet, l’activation des récepteurs TLRs par la reconnaissance de motifs 
microbiens (comme les LPS, PGN, lipoprotéines…) entraîne l’association de TLR par son 
domaine intracytoplasmique TIR avec la protéine adaptatrice MyD88. Une étude récente a 
prouvé que Tube est un homologue de IRAK4, au même titre que Pelle est celui de IRAK1 
(Towb et al., 2009). MyD88 interagit avec IRAK4 via son domaine DD et, à son tour, IRAK4 
active d’autres protéines de la famille IRAK, dont IRAK1 (Brown et al., 2011; Li et al., 
2002). Ce procédé conduit au recrutement et à l’activation de l’ubiquitine ligase TRAF6 (TNF 
Receptor-Associated Factor 6) (Brown et al., 2011; Valanne et al., 2011). L’oligomérisation 
de TRAF6 entraîne son auto-ubiquitination (Wang et al., 2001). Chez la drosophile, des 
homologues de TRAF ont été identifiés mais ils ne semblent pas participer à la signalisation 
immunitaire (Kleino et al., 2005; Sun et al., 2002). Chez les mammifères, TRAF6 transmet le 
signal à la kinase TAK1 (TGFβ Activated Kinase 1) et au complexe de protéines TABs 
(TAK1 Binding proteins) (Chen, 2005). Les protéines adaptatrices TAB2 et TAB3 
contiennent chacune un UBD (Ubiquitin Binding Domain), qui reconnaît spécifiquement les 
chaînes K63 (Kanayama et al., 2004). TAK1 est le point de bifurcation entre un signal qui 
conduit à la phosphorylation du complexe IKK (voie NF-κB) et un autre via la voie MAPK 
(Mitogen Activated Protein Kinase) (Wang et al., 2001). Dans la voie NF-κB, le complexe de 
kinase IKK est composé de trois sous-unité : IKKα, IKKβ et IKKγ (ou NEMO, pour NF-κB 
Essential Modulator) (Silverman et al., 2000). La sous-unité NEMO est d’ailleurs connue 
pour être modifiée par des chaînes de poly-ubiquitine K63 et linéaires nécessaires à la 
signalisation NF-κB (Tang et al., 2003; Tokunaga and Iwai, 2012; Zhou et al., 2004). Le 





ubiquitination K48 et à sa dégradation protéasomale (Chen et al., 1995; Chen, 2005; Ghosh et 
al., 1998). Ainsi, le facteur de transcription va transloquer dans le noyau pour activer la 
transcription de cytokines pro-inflammatoire (Fig. 16b). Contrairement aux mammifères, le 
complexe IKK de drosophile n’est pas impliqué dans la phosphorylation et la dégradation de 
la protéine IκB Cactus (Valanne et al., 2011). Par ailleurs, il est important de noter que les 
TLRs peuvent aussi activer une voie de signalisation indépendante de MyD88 pour permettre 
la production d’interférons de type I (cf. paragraphe «Endocytose du récepteur TLR4 des 










Figure 16. Comparaison entre la voie Toll de la drosophile et la voie des TLR 
dépendante de MyD88. (a) Chez la drosophile, l’infection par des champignons ou des 
bactéries à Gram positif entraîne le clivage protéolytique de Pro-Spätzle, pour former le 
ligand actif Spätzle. La reconnaissance de Spätzle par le récepteur transmembranaire Toll va 
permettre de recruter dMyD88, Tube et Pelle. Dans son rôle immunitaire, la voie Toll induit 
les voies JNK et NF-κB. Dans la signalisation NF-κB, la phosphorylation de la sous-unité 
inhibitrice IκB Cactus est importante pour sa dégradation. Il s’ensuit alors la translocation des 
facteurs de transcription de type NF-κB Dorsal et DIF dans le noyau, où ils vont permettre la 
transcription de gènes essentiels à la réponse immunitaire, comme celui codant pour le 
peptide antifongique drosomycine. (b) Chez les mammifères, les récepteurs TLRs sont activés 
par des motifs microbiens, comme les LPS, les PGN ou des lipoprotéines. Ensuite, TLR 
recrute MyD88 qui lie IRAK4. IRAK4 recrute des protéines IRAK, comme IRAK1. 
L’ubiquitine ligase TRAF6 est ensuite recrutée et s’auto-ubiquitine par des chaînes K63 
(Poly-Ub K63), ce qui va mobiliser la kinase TAK1 et ses protéines adaptatrices TAB2 et 
TAB3. A ce niveau, TAK1 peut induire les voies MAPK ou NF-κB. Dans la voie NF-κB, 
TAK1 phosphoryle le complexe de kinase IKK, dont la sous-unité IKKγ (ou NEMO) est poly-
ubiquitinée par des chaînes K63 et linéaires (Poly-Ub M1). Le complexe IKK phosphoryle à 
son tour la sous-unité inhibitrice IκBα, ce qui entraîne son ubiquitination K48 (Poly-Ub K48) 
et, en conséquence, sa dégradation protéasomale. Pour finir, les facteurs de transcription NF-








b. Les voies IMD de la drosophile et TNF-R des mammifères 
 
La découverte de la voie IMD a débuté avec l’identification d’une mutation entraînant 
un défaut dans la réponse immunitaire. Ce nouveau mutant a été nommé imd (Immune 
Deficiency) (Corbo and Levine, 1996; Lemaitre et al., 1995). Comme le mutant imd était 
toujours capable de produire le peptide antifongique drosomycine, l’existence de deux voies 
de signalisation distinctes en réponse aux infections bactériennes ou fongiques a été suggérée 
(Lemaitre et al., 1995). Bien que des préparations de lipopolysaccharides (LPS) étaient 
utilisées pour induire la voie IMD de la drosophile, il a été montré que cette voie était plutôt 
activée par des peptidoglycanes (PGN) de bactéries à Gram négatif contaminant les 
préparations de LPS (Leulier et al., 2003; Silverman et al., 2000; Werner et al., 2003). Les 
PGN des bactéries à Gram négatif différents de ceux à Gram positif parce qu’ils contiennent 
l’acide aminé DAP (acide méso-Diaminopimélique) en troisième position, alors que ceux des 
bactéries à Gram positif, à l’exception de Bacillus subtilis qui active la voie IMD, ont 
généralement une lysine à cette position (Kaneko and Silverman, 2005). Cette différence 
permet d’expliquer l’activation préférentielle de la voie IMD par les bactéries à Gram négatif 
(Lemaitre et al., 1997; Leulier et al., 2003). Par ailleurs, les mouches portant des mutations 
dans le gène ird7 (Immune Response Deficient 7), qui sera par la suite décrit sous la 
nomenclature PGRP-LC, ont une expression réduite de peptides antimicrobiens en réponse à 
la stimulation par des bactéries à Gram négatif (Choe et al., 2002; Gottar et al., 2002; Wu et 
al., 2001). 
 
PGRP-LC est un récepteur transmembranaire et le gène PGRP-LC code pour trois 
isoformes principales résultant de l’épissage alternatif (Choe et al., 2002; Werner et al., 2003; 
Wu et al., 2001). Ces isoformes formeraient des hétérodimères et les différentes combinaisons 
entre les isoformes permettent de créer des récepteur spécifiques (Choe et al., 2005). Ce point 
sera détaillé dans le paragraphe «Le récepteur immunitaire PGRP-LC». Contrairement au 
récepteur Toll, PGRP-LC est un récepteur PRR, puisqu’il semble reconnaître directement les 
PGN de type DAP, même si cette interaction n’a pas encore été mise en évidence (Kaneko 
and Silverman, 2005). Bien qu’il ne possède pas de motifs de signalisation connus, le 
domaine cytoplasmique du récepteur PGRP-LC initie très probablement la cascade de 
transduction du signal (Kaneko and Silverman, 2005). De plus, il a été montré que PGRP-LC 






Imd est une protéine contenant un domaine DD (Death Domain) et présente quelques 
similarités de séquence avec la protéine RIP1 (Receptor Interacting Protein 1) des 
mammifères, notamment au niveau des domaines DD (Georgel et al., 2001). La protéine RIP1 
contient aussi un domaine kinase, qui n’est pas essentiel pour la signalisation NF-κB et n’est 
pas présent chez la protéine Imd de la drosophile (Ting et al., 1996). Après stimulation par la 
cytokine TNFα (Tumor Necrosis Factor), RIP1 et TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 
2) sont recrutées par le récepteur TNF-R1. TRAF2 est une E3 ubiquitine ligase au domaine 
RING, qui s’associe au complexe E2 Ubc13/Ueav1A pour ubiquitiner RIP1 par des chaînes 
de poly-ubiquitine K63 (Deng et al., 2000; Kanayama et al., 2004). Néanmoins, des études 
plus récentes suggèrent que ce sont plutôt les ubiquitine ligases c-IAP1 et c-IAP2 (cellular 
Inhibitor of Apopotosis 1 et 2), recrutées par TRAF2, qui induisent la poly-ubiquitination de 
RIP1 (Bertrand et al., 2008; Dynek et al., 2010; Varfolomeev et al., 2007). Ces chaînes K63 
d’ubiquitine sont hydrolysées par la déubiquitinase CYLD (Knox et al., 2011). Chez la 
drosophile, Imd interagit avec dFADD (Fas Associated via Death Domain), qui se lie à la 
caspase DREDD (Death Related ced-3/Nedd2-like protein) (Hu and Yang, 2000). Le 
recrutement de la caspase DREDD et de son adaptateur dFADD provoque le clivage de la 
protéine Imd par DREDD (Hu and Yang, 2000; Paquette et al., 2010). Ce clivage permet 
l’exposition du motif très conservé IBM (IAP-Binding Motif) du côté N-terminal de Imd, qui 
entraîne l’association de Imd clivée avec l’ubiquitine ligase E3 DIAP2 (Drosophila Inhibitor 
of Apopotosis 2). Ainsi, Imd est poly-ubiquitinée K63 par DIAP2 (Paquette et al., 2010). La 
déubiquitinase dUSP36 hydrolyse les chaînes d’ubiquitine K63 liées à Imd et empêche ainsi 
l’activation constitutive de la voie IMD en absence d’infection (Thevenon et al., 2009). 
 
Chez les mammifères, les formes ubiquitinées de RIP1 lient et activent le complexe de 
kinase TAB/TAK1, grâce aux capacités de TAB2 et TAB3 de lier des chaînes d’ubiquitine 
K63 par leur UBD (Kanayama et al., 2004). Chez la drosophile, l’homologue dTAB2 contient 
le domaine conservé de liaison aux chaînes d’ubiquitine K63 et est requis pour la signalisation 
IMD (Kaneko and Silverman, 2005). Il est donc probable que dTAB2 joue un rôle 
d’échafaudage similaire. La kinase dTAK1 est nécessaire pour l’activation des voies NF-κB et 
JNK/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), après la stimulation par des PGN (Boutros 
et al., 2002; Silverman et al., 2003; Vidal et al., 2001). En effet, dTAK1 est strictement 
nécessaire pour l’expression de peptides antimicrobiens via la voie NF-κB et pour 
l’expression d’autres gènes de la réponse immunitaire régulés par la voie JNK, comme ceux 





Comme nous l’avons déjà vu, chez les mammifères, TAK1 est le point de branchement entre 
les voies NF-κB et MAPK. En effet, la protéine humaine TAK1 phosphoryle et active 
directement le complexe de kinases IKK (IκB Kinase) et MKK6 in vitro (Wang et al., 2001). 
En aval de TAK1, la signalisation du TNF-R rejoint celle des TLRs, que nous avons déjà 
décrit dans le paragraphe «Les voies Toll de la drosophile et TLRs des mammifères». 
 
Chez la drosophile, le complexe de kinase IKK agit en aval de dTAK1 et est composé 
d’au moins deux sous-unités, dIKKβ (ou ird5) et dIKKγ (ou Kenny). La sous-unité dIKKβ de 
la mouche est un homologue des sous-unités catalytiques humaines IKKα et IKKβ (Silverman 
and Maniatis, 2001). La cible du complexe dIKK de Drosophila est le précurseur NF-κB 
Relish (Rel). Relish, comme les protéines NF-κB p100 et p105 des mammifères, est 
composée d’un domaine Rel et d’une partie inhibitrice IκB-like riche en ankirine (Dushay et 
al., 1996). La phosphorylation de Relish par dIKK entraîne le clivage de la partie IκB par la 
caspase DREDD et le domaine facteur de transcription NF-κB peut transloquer dans le noyau, 
où il régule l’expression de nombreux gènes (Silverman et al., 2000; Stoven et al., 2000). La 
protéine IκBα des mammifères est poly-ubiquitinée par des chaînes K48 pour être dégradé par 
le protéasome (Chen et al., 1995) (Fig. 17). 
 
La voie IMD régule ainsi, entre autres, l’expression de peptides antimicrobiens comme 
l’attacine et la diptéricine (Lemaitre et al., 1995; Lemaitre et al., 1997). Des études 
transcriptomiques ont révélé que cette voie contrôle également l’expression de 250 gènes 
impliqués dans la réponse immunitaire et la réponse au stress (De Gregorio et al., 2001; De 
Gregorio et al., 2002; Irving et al., 2001). Cependant, contrairement à la voie Toll, la voie 
IMD ne semble pas impliquée dans le développement embryonnaire car la délétion des 
















Figure 17. Comparaison entre la voie IMD de la drosophile et la voie du récepteur au 
TNF chez les mammifères. (a) Chez la drosophile, la voie IMD est activée par la 
reconnaissance de DAP-PGN de bactéries à Gram négatif par le récepteur transmembranaire 
PGRP-LC. La protéine Imd est ensuite clivée par la caspase DREDD et Imd clivée est activée 
par poly-ubiquitination K63 (Poly-Ub K63) catalysée par l’ubiquitine ligase DIAP2. La 
déubiquitinase dUSP36 empêche l’activation constitutive de la voie en hydrolysant les chaînes 
d’ubiquitine K63 de Imd. Ensuite, la kinase dTAK1 est recrutée via son adaptateur dTAB2, 
pour activer distinctement la voie JNK et la voie NF-κB. Dans la voie NF-κB, dTAK1 
phosphoryle et active le complexe dIKK, qui phosphoryle à son tour la sous-unité inhibitrice 
IκB de Relish. IκB phosphorylée est alors clivée par DREDD et le facteur de transcription NF-
κB peut transloquer dans le noyau, pour induire l’expression de nombreux gènes de la réponse 
immunitaire, dont ceux codant pour les peptides antimicrobiens attacine et diptéricine. (b) Chez 
les mammifères, le récepteur au TNF (TNF-R) est activé par la reconnaissance du TNFα, 
exprimée en réponse à des infections microbiennes. Cette activation entraîne la poly-
ubiquitination K63 de la protéine RIP1 par les ubiquitine ligases TRAF2 ou cIAP1/2. CYLD 
est la déubiquitinase capable d’hydrolyser ces chaînes d’ubiquitine K63 pour réguler 
négativement la voie du TNF-R. Ensuite, TAK1 et ses protéine adaptatrices TAB2 et 3 sont 
recrutées pour activer la voie MAPK ou NF-κB. Cette dernière passe par la phosphorylation du 
complexe IKK et la sous-unité γ (ou NEMO) est poly-ubiquitinée K63 et par des chaînes 
linéaires (Poly-Ub M1). A son tour, IKK phosphoryle la sous-unité inhibitrice IκBα, ce qui 
déclenche son ubiquitination K48 (Poly-Ub K48) et sa dégradation par le protéasome. 







c. La régulation par ubiquitination des voies Toll et IMD de drosophile 
 
Ces dernières années, les études sur les voies de signalisation Toll et IMD ont montré 
qu’elles étaient finement régulées par ubiquitination. En effet, nous avons déjà évoqué 
l’exemple de la poly-ubiquitination K63 de Imd catalysée par l’ubiquitine ligase DIAP2 et 
hydrolysée par la déubiquitinase dUSP36 (Paquette et al., 2010; Thevenon et al., 2009) (cf. 
paragraphe «Les voies IMD de la drosophile et TNF-R des mammifères»). Mais, d’autres 
études ont permis de suspecter ou de montrer le rôle de l’ubiquitination et de la sumoylation 
dans les voies immunitaires IMD et Toll. 
 
L’ubiquitination dans la voie IMD 
 
Tout d’abord, un crible a permis d’isoler deux mutations provoquant une perte de 
fonction partielle dans le gène SkpA, qui induisent constitutivement l’expression du gène 
codant pour le peptide antimicrobien diptéricine, sans affecter l’expression du peptide 
antifongique drosomycine (Khush et al., 2002). Chez les mammifères et la levure, 
l’homologue de SkpA est la sous-unité Skp1 (S-phase kinase-associated protein 1) du 
complexe ubiquitine ligase SCF (Skp1/Cullin/F-box), qui ciblent les substrats vers la 
dégradation protéasomale (Zheng et al., 2002). De plus, les mutations affectant les autres 
sous-unités du complexe SCF (Slimp et dCullin1) de la drosophile ou le protéasome induisent 
également l’expression de la diptéricine (Khush et al., 2002). Comme l’extinction génique de 
SkpA et Slimp en cellules de drosophile entraîne une stabilisation des formes entières et 
clivées de Relish, il est probable que le facteur de transcription Relish soit régulé par le 
protéasome et donc, hypothétiquement, poly-ubiquitiné par des chaînes K48. En outre, une 
récente étude a identifié dRYBP (Ring and YY1 Binding Protein), qui contient un domaine de 
liaison à l’ubiquitine, comme un régulateur négatif de la voie IMD (Aparicio et al., 2013). En 
effet, dRYBP est nécessaire pour l’inhibition de la production de AMPs en réponse à 
l’infection. De plus, des expériences d’épistasie suggèrent que dRYBP agit en amont ou au 
niveau de SkpA. Les auteurs proposent que dRYBP fonctionne avec SkpA pour favoriser la 
dégradation protéasomale de Relish dépendante de SCF. 
 
Par ailleurs, comme dans les voies NF-κB des mammifères, les homologues de la 
drosophile des «ubiquitin conjugating» E2 dUbc13 (Ubiquitin conjugating enzyme 13) et 





protéine dTAK1 et du complexe dIKK (Zhou et al., 2005b). En revanche, l’inhibiteur du 
protéasome ne bloque pas l’activation de dIKK et l’étude structurale du complexe E2 
Ubc13/UEV1a humain et de la levure montre que ce complexe ne peut assembler que des 
chaînes de poly-ubiquitine K63 (Stoven et al., 2003; VanDemark et al., 2001). Chez les 
mammifères, TRAF6, en association avec Ubc13/UEV1a, s’auto-ubiquitine, ce qui entraîne 
son activation et celle de la kinase TAK1 (Deng et al., 2000). Chez la drosophile, le plus 
proche analogue de TRAF6 est dTRAF2, qui ne semble pas être un élément essentiel de la 
voie IMD. En revanche, des expériences d’épistasie ont montré que dUBC13 et dUEV1a 
agissent en aval de la protéine Imd mais en amont de dTAK1 (Zhou et al., 2005b). Donc, il est 
possible que la transduction du signal de la protéine Imd à dTAK1 dépende de l’intervention 
d’une ubiquitine ligase E3, restant à identifier, associée au complexe E2 dUbc13/dUEV1a. 
 
En outre, l’ubiquitine ligase POSH (Plenty Of SH3) contrôle les voies IMD et JNK. En 
effet, dans des mouches déficientes pour POSH, l’activation de la voie JNK et l’expression de 
gènes dépendants de Relish, comme attacine et diptéricine, sont retardés et soutenus. Plus 
particulièrement, le domaine RING de POSH, qui possède l’activité ubiquitine ligase, est 
essentiel pour l’interruption de l’activation de la voie JNK (Tsuda et al., 2005). Les auteurs 
ont également observé que POSH interagit avec la protéine dTAK1, point de branchement 
entre les voies NF-κB et JNK, et qu’elle favorise l’ubiquitination et la dégradation de dTAK1. 
Ces résultats sont concordants avec l’observation d’une rapide interruption de la voie JNK 
causée par la dégradation protéasomale de dTAK1 (Park et al., 2004). De plus, POSH s’auto-
ubiquitine et entraîne ainsi sa propre dégradation protéasomale, ce qui peut renforcer 
l’hypothèse d’une activité ubiquitine ligase associée au protéasome (Xu et al., 2003). Donc, 
POSH est impliquée dans un mécanisme de rétrocontrôle négatif des voies JNK et NF-κB, 
probablement en ubiquitinant dTAK1 par des chaînes K48 et entraînant ainsi sa dégradation 
par le protéasome. 
 
Chez les mammifères, CYLD est une déubiquitinase qui régule négativement les voies 
du TNF-R, en induisant la déubiquitination des protéines RIP1, TRAF2, TRAF6 et NEMO 
(Courtois et al., 2008 ; Wang et al., 2004 ;Chen et al., 2012). Chez la drosophile, l’expression 
défectueuse de dCYLDf00814, mutation de dCYLD qui ne permet pas l’expression des transcrits 
de ce gène, entraîne une résistance réduite aux infections bactériennes, qui est rétablie par la 
complémentation par dCYLD. Ce résultat peut néanmoins être la conséquence indirecte d’une 





dCYLDf00814. En outre, les mouches homozygotes dCYLDf00814 sur-expriment constitutivement 
la diptéricine comparé aux mouches WT, mais aucune différence significative n’est observée 
en réponse à l’infection par E. coli. Par ailleurs, l’expression de la drosomycine n’est jamais 
affectée par l’expression de dCYLDf00814, ce qui suggère que dCYLD ne régule pas la voie 
Toll. Par la technique de double hybride, il a été montré que dCYLD interagit avec Kenny, 
l’équivalent de NEMO chez les mammifères, mais pas avec les autres éléments de la voie. 
Cette interaction a été confirmée par co-immunoprécipitation à partir de lysats de cellules S2 
(Tsichritzis et al., 2007). Donc, en faisant le parallèle avec son rôle chez les mammifères, 
dCYLD pourrait réguler négativement la voie IMD en hydrolysant les chaînes de poly-
ubiquitine K63 hypothétiquement liées à Kenny. 
 
L’interactome de la voie IMD a souligné que la sumoylation régulait également la voie 
IMD (Fukuyama et al., 2013). La protéine dUBC9 est une enzyme «SUMO conjugating 
enzyme» E2, qui facilite la sumoylation des protéines chez la drosophile. La perte de fonction 
de dUBC9 in vivo entraîne une sensibilité aux infections par E. coli et une diminution de 
l’expression de l’attacine, en réponse à l’infection, confirmant ainsi l’importance de la 
sumoylation dans la voie IMD. De plus, la sous-unité dIKKβ du complexe de kinase dIKK est 
modifiée par la protéine ubiquitin-like SUMO. La stimulation de la voie IMD par des E. coli 
tuées par choc thermique entraîne une augmentation dans le temps de la sumoylation de 
dIKKβ, alors que la sumoylation de la forme mutée dIKKβ-K152A reste au niveau des 
cellules non-induites. De plus, la perte d’activation de la voie IMD provoquée par l’extinction 
de dIKKβ est restaurée par la sur-expression de la forme sauvage dIKKβ mais pas par celle de 
la forme mutée dIKKβ-K152A, in vivo et in cellulo (Fukuyama et al., 2013). Ces résultats 
montrent que la sumoylation de dIKKβ est nécessaire à l’activation de la voie IMD. 
 
L’ubiquitination dans la voie Toll 
 
La protéine Pellino, connue pour interagir avec Pelle, a été identifiée pour être un 
régulateur positif de la voie Toll (Grosshans et al., 1999). En effet, les drosophiles mutantes 
pour Pellino ont une expression réduite de Drosomycine et survivent moins bien à une 
infection par des bactéries à Gram positif (Haghayeghi et al., 2010). Comme, chez les 
mammifères, une protéine homologue de Pelle, IRAK1 (IL-1R-Associated Kinase 1), est 
poly-ubiquitinée par Pellino, il est supposé que chez la drosophile, Pelle est également 





En outre, l’enzyme dUBC9 est également impliquée dans la régulation de la voie Toll 
de Drosophila. En effet, il a été démontré, dans un premier temps, que dUBC9 permet la 
sumoylation de Dorsal (Bhaskar et al., 2000). En cellules, dUBC9 empêche la séquestration 
de Dorsal par Cactus, permettant à Dorsal d’entrer dans le noyau pour induire l’expression de 
gènes de l’immunité. La sumoylation de Dorsal se fait sur sa lysine 382 et elle est contre-
balancée par la cystéine protéase Ulp1 (Bhaskar et al., 2002). Dans cette étude, il est observé 
que dUBC9 est nécessaire à l’expression de la drosomycine, en réponse à la stimulation par 
LPS. Cependant, une autre étude suggère que dUBC9 contribue à la régulation négative de la 
voie Toll. En effet, les mutants dUBC9 présentent de fortes anomalies dans l’hématopoïèse 
(sur-abondance de lamellocytes, défauts mitotiques dans les tissus hématopoïetiques des 
larves…) et une expression constitutive de drosomycine (Chiu et al., 2005). Les défauts des 
mutants dUBC9 dépendent de la présence des facteurs NF-κB Dorsal et Dif, ce qui suggère un 
rôle de dUBC9 dans la voie Toll. Ensuite, il a été observé que dUBC9 est essentiel pour 
maintenir un niveau stable de Cactus (Paddibhatla et al., 2010). Ce résultat est en adéquation 
avec le rôle de la sumoylation de IκBα chez les mammifères. En effet, UBC9 catalyse l’ajout 
d’une protéine SUMO sur IκBα (Desterro et al., 1998). Alors que l’activation de la voie NF-
κB est permise par la poly-ubiquitination K48 et la dégradation protéasomale de IκBα, la 
sumoylation par UBC9 du même résidu lysine de IκBα bloque sa dégradation et, par 
conséquent, augmente la séquestration de NF-κB dans le cytoplasme et contribue ainsi à la 




3. Les protéines PGRPs de la drosophile 
 
Initialement, les protéines PGRPs ont été isolées chez le ver à soie Bombyx mori, par 
leur capacité à lier des PGN (Yoshida et al., 1996). Chez la drosophile, les membres de la 
famille des PGRPs (Peptidoglycan Recognition Proteins) interviennent en amont des voies 
Toll et IMD. Les protéines PGRPs sont les seules protéines «senseurs» de PGN connues à ce 
jour chez la drosophile, alors que la détection des PGN chez les vertébrés est effectuée par les 
récepteurs TLRs, les protéines NODs et les protéines PGRPs (Boneca, 2009; Charroux et al., 
2009; Dziarski and Gupta, 2006; Girardin and Philpott, 2004). Comme nous l’avons déjà vu, 





Gram négatif. Cette discrimination provient du fait que les PGN des bactéries à Gram négatif 
contiennent en troisième position l’acide aminé DAP, alors que ceux des bactéries à Gram 
positif ont généralement une lysine (Lys) à cette position (Leulier et al., 2003). Il est 
important de noter que bien qu’elle soit une bactérie à Gram positif, Bacillus subtilis possède 
des DAP-PGN et active donc la voie IMD (Leulier et al., 2003). La famille des gènes PGRP 
est conservée des insectes aux mammifères et implique quatre gènes chez l’Homme (Kang et 
al., 1998; Liu et al., 2001). Chez la drosophile, treize gènes codant pour des gènes PGRP ont 
été identifiés (Kurata, 2004; Werner et al., 2000). La famille PGRP est divisée en deux 
classes, selon que la protéine soit codée par des transcrits courts (PGRP-S), composés 
d’environ 200 acide aminés, ou longs (PGRP-L) avec au moins 400 acides aminés. Des 
insectes aux mammifères, ces protéines ont un domaine PGRP conservé dans leur région C-
terminale. Ce domaine possède des similarités de séquences avec les amidases lysozymes de 
bactériophages, ce qui suggère une origine ancestrale bactérienne de la famille des PGRPs 
(Kang et al., 1998). Pour certaines PGRPs de drosophile, comme PGRP-SC1 et PGRP-LB, la 
fonction amidase est conservée (Kim et al., 2003; Mellroth and Steiner, 2006). Dans d’autres, 
comme PGRP-SA, -SD, -LE ou –LC, l’absence du résidu cystéine critique dans les domaines 
PGRPs a entraîné la perte de la fonction enzymatique. Il est admis que les PGRPs sans 
activité amidase servent de récepteurs pour la reconnaissance de PGN (Maillet et al., 2008). 
En dégradant les PGN, les PGRPs ayant une activité amidase pourraient contrôler l’intensité 
de la réponse immunitaire chez la drosophile et agissent, ainsi, comme des enzymes de 
détoxifications (Bischoff et al., 2006; Zaidman-Remy et al., 2006). Cependant, chez les 
mammifères, cette activité est aussi bactéricide et est essentielle dans la défense contre les 
pathogènes (Dziarski and Gupta, 2006). En outre, les protéines PGRP-S de drosophile 
possèdent un peptide signal, qui leur permet d’être sécrétées, alors que les membres de PGRP-
L possèdent un ou deux domaines PGRPs. Aussi bien les PGRP-S que les PGRP-L 
contiennent une séquence N-terminale unique pour un PGRP donné (Charroux et al., 2009). 
Par ailleurs, les protéines PGRPs diffèrent selon leur localisation. Elles peuvent être sécrétées 
dans le milieu extracellulaire (e.g. PGRP-SA), membranaires (e.g. PGRP-LC, PGRP-LF) ou 
bien intracellulaires (e.g. PGRP-LE). 
 
Chez la mouche, les gènes PGRP sont exprimés dans les tissus immunitaires, tels que 
les hémocytes, le corps gras, l’intestin, la trachée et l’épiderme. La majorité des membres de 
PGRP-S sont induits en réponse à l’infection bactérienne, alors que les protéines PGRP-L 





quatre gènes PGRP sont exprimés dans les tissus immunitaires, comme la moelle épinière, le 
foie, l’œsophage et l’épithélium buccal (Liu et al., 2001; Lo et al., 2003). 
 
 
a. Les protéines PGRP-SA et PGRP-SD 
 
Un crible de mutants a identifié PGRP-SA comme une protéine nécessaire à l’activation 
de la voie Toll en réponse aux infections par des bactéries à Gram positif (Michel et al., 
2001). Ce phénotype est sauvé par le transfert d’hémolymphe sauvage dans le mutant PGRP-
SA. Cela suggère que PGRP-SA, comme la majorité des PGRPs, est sécrétée et qu’elle permet 
l’activation de la voie Toll. La protéine PGRP-SA possède un peptide signal, ce qui conforte 
l’hypothèse de sa sécrétion (Kurata et al., 2006). En revanche, la stimulation de la voie Toll 
par des infections fongiques n’est pas bloquée dans le mutant PGRP-SA, ni celle de la voie 
IMD en réponse aux bactéries à Gram négatif (Michel et al., 2001). Ce résultat, d’une part, 
confirme que les voies IMD et Toll sont induites de façon indépendante et, d’autre part, 
prouve que l’activation de la voie Toll par les champignons ou les bactéries à Gram positif se 
fait par deux mécanismes distincts. En plus de son rôle comme PRR, PGRP-SA a une activité 
carboxypeptidase (Chang et al., 2004). Pour activer la voie Toll, PGRP-SA et GNBP-1 
coopèrent pour détecter les bactéries à Gram positif (Gobert et al., 2003) (Fig. 15). En effet, 
Gobert et al. ont proposé que GNBP-1, qui partage des homologies de séquences avec les 
glucanases, pourrait dégrader par son activité catalytique les PGN de type Lys, pour qu’ils 
soient reconnus par PGRP-SA. Par ailleurs, la fonction de PGRP-SA est partiellement 
redondante à celle de PGRP-SD (Bischoff et al., 2004). D’autres expériences suggèrent que 
PGRP-SD participent avec PGRP-SA et GNBP-1 à la détection de certaines espèces de 
bactéries à Gram positif, comme Staphylococcus aureus. En effet, PGRP-SD favorise la 
liaison de PGRP-SA et de GNBP-1 aux PGN et ces trois protéines forment un complexe 
(Wang et al., 2008). D’autre part, étant un activateur de la voie Toll, il est prévisible que 
PGRP-SA lie avec une plus grande affinité les PGN de type Lys que ceux de type DAP. 
Effectivement, la structure minimale pour l’activation de la voie Toll par PGRP-SA est 
composée de deux unités GlcNAc-MurNAc liées à des tétrapeptides et covalemment 
dimérisées par un interpeptide (Filipe et al., 2005) (Fig. 18). Cependant, les DAP-PGN 
peuvent aussi stimuler la voie Toll mais de façon moins intense que les Lys-PGN. Il a été 
montré que cette activation dépend de PGRP-SA, ce qui est cohérent avec la faible interaction 





dépend également de PGRP-SD, ce qui n’est pas surprenant puisque cette protéine a une plus 
grande affinité pour les PGN du type DAP que ceux du type Lys (Leone et al., 2008). 
 
 
b. La protéine PGRP-LE 
 
L’injection chez des mouches adultes de DAP-PGN sous forme monomérique, comme 
la TCT (Tracheal Cytoxin), ou polymérique déclenche une forte production de peptides 
antimicrobiens (Kaneko et al., 2004). Cette activation dépend de PGRP-LE qui reconnaît le 
DAP-PGN monomérique, et dont le domaine PGRP est sécrété dans l’hémolymphe (Kaneko 
et al., 2006). Il a été observé que le double mutant PGRP-LC/PGRP-LE était plus sensible aux 
infections par Escherichia coli que chacun des simples mutants, indiquant que PGRP-LC et 
PGRP-LE pourraient avoir des rôles redondants dans la résistance aux infections par des 
bactéries à Gram négatif (Takehana et al., 2002). En outre, la sur-expression de PGRP-LE 
suffit à activer la voie IMD, de façon dépendante de PGRP-LC (Takehana et al., 2004). Dans 
l’hémolymphe, PGRP-LE active également la cascade de la prophénoloxydase (caractérisée, 
entre autres, par la mélanisation) et apparaît donc comme le point de branchement entre la 
voie IMD et cette cascade protéolytique (Kurata, 2010; Takehana et al., 2002). Ce double rôle 
extracellulaire était inattendu car PGRP-LE ne contient pas de domaines transmembranaires 
prédits ni de peptide signal, ce qui favorise plutôt l’hypothèse que PGRP-LE agit de façon 
intracellulaire (Werner et al., 2000). De plus, bien que PGRP-LE active la voie IMD via 
PGRP-LC dans le corps gras, PGRP-LE active la voie IMD de façon autonome dans les tubes 
de Malpighi (jouant un rôle équivalent du rein chez les mammifères) (Takehana et al., 2004). 
Cette dernière observation implique donc que PGRP-LE est susceptible d’agir au niveau du 
cytoplasme. 
 
Alors que la version de PGRP-LE ne contenant que le domaine PGRP fonctionne dans 
le compartiment extracellulaire pour faciliter la reconnaissance de PGN par PGRP-LC à la 
surface cellulaire, la forme entière de PGRP-LE agit comme un récepteur intracellulaire de 
TCT (Kaneko et al., 2006). Ce résultat coïncide avec le fait que la forme principale de PGRP-
LE identifiée dans l’hémolymphe in vivo est le fragment correspondant au domaine PGRP 
seul. Le rôle intracellulaire de PGRP-LE ne dépend pas de PGRP-LC, ce qui suppose que 





IMD. Cette hypothèse est renforcée par la présence d’un domaine conservé RHIM-like (RIP 
Homotypic Interaction Motif) dans la séquence de PGRP-LE. Ce domaine est essentiel à la 
régulation de la voie IMD et est présent dans le domaine cytoplasmique de PGRP-LC. 
Actuellement, il n’est pas évident de comprendre comment le TCT rejoint le milieu 
intracellulaire pour être reconnu par PGRP-LE. Il pourrait passer dans la cellule hôte par 
diffusion ou via l’implication d’un système de sécrétion de type III de bactéries (Charroux et 
al., 2009; Izore et al., 2011). 
 
Une autre fonction intracellulaire a été attribuée à PGRP-LE : elle est capable de 
reconnaître les DAP-PGN du pathogène intracellulaire Listeria monocytogenes (Yano et al., 
2008). Cette reconnaissance est nécessaire pour l’induction de la machinerie autophagique, 
qui est un processus connu de dégradation de pathogènes intracellulaires. En outre, 
l’induction de l’autophagie suite à la détection des bactéries par PGRP-LE ne dépend pas des 
voies Toll et IMD. Cela suppose donc l’existence d’une nouvelle voie responsable de cette 
fonction (Charroux et al., 2009; Kurata, 2010). Chez les mammifères, les protéines NOD1 et 
NOD2, également des détecteurs intracellulaires de PGN, sont impliqués dans l’activation de 
l’autophagie, en réponse à l’invasion bactérienne (Cooney et al., 2010; Oh and Lee, 2013; 
Travassos et al., 2010). 
 
 
c. La protéine PGRP-LF 
 
PGRP-LF contient une courte queue cytoplasmique (23 acides aminés), un domaine 
transmembranaire et deux motifs extracellulaires PGRPs (LFw et LFz), qui ont de fortes 
similarités de séquence avec les domaines PGRPs des isoformes PGRP-LCx et PGRP-LCa. 
Les domaines LFw et LFz diffèrent dans leurs affinités pour les PGN. En effet, alors que le 
domaine z a une affinité pour plusieurs groupes de PGN, le domaine w reconnait seulement 
les PGN d’E. coli (Persson et al., 2007). De plus, deux études indépendantes ont montré que 
le récepteur transmembranaire PGRP-LF lie les DAP-PGN et est un régulateur négatif de la 
voie IMD (Maillet et al., 2008; Persson et al., 2007). En effet, l’extinction génique de PGRP-
LF in vivo suffit à activer la voie IMD. De plus, la sur-expression de PGRP-LF dans les 
drosophiles bloque la synthèse de peptides antimicrobiens, après une stimulation microbienne 





premier propose qu’en interagissant avec PGRP-LC, PGRP-LF empêche la dimérisation 
spontanée de PGRP-LC et donc l’activation constitutive de la voie IMD (Maillet et al., 2008). 
Le modèle alternatif suggère que PGRP-LF séquestre les PGN circulants pour diminuer leur 
concentration endogène et donc l’activation de la voie IMD (Maillet et al., 2008; Persson et 
al., 2007). Finalement, une étude structurale récente montre que les domaines LFw et LFz, 
contrairement aux autres domaines PGRPs, n’ont pas le sillon d’accueil pour les PGN et, en 
conséquence, ne peuvent pas lier directement les PGN (Basbous et al., 2011). Ce dernier 
résultat favorise donc l’hypothèse d’une compétition entre PGRP-LF et PGRP-LCa pour lier 
PGRP-LCx. Cette hypothèse est renforcée par une étude qui montre que les ectodomaines de 
PGRP-LCx et PGRP-LF interagissent, en présence ou non de TCT (Basbous et al., 2011). 
 
 
d. Le récepteur immunitaire PGRP-LC 
 
PGRP-LC est une protéine membranaire, qui serait, entre autres, nécessaire à la 
phagocytose des bactéries à Gram négatif par les cellules immunitaires S2 (Bergeret et al., 
2008; Ramet et al., 2002). De plus, le mutant PGRP-LC a une résistance réduite aux bactéries 
à Gram négatif et des expériences d’épistasie indiquent que PGRP-LC agit en amont de la 
protéine adaptatrice Imd. PGRP-LC est donc nécessaire à l’activation de la voie IMD en 
réponse aux infections par des bactéries à Gram négatif (Choe et al., 2002; Gottar et al., 2002; 
Ramet et al., 2002). Cette hypothèse a ensuite été confirmée puisqu’une étude a montré que 
PGRP-LC était nécessaire à la reconnaissance des DAP-PGN (Kaneko et al., 2004; Leulier et 
al., 2003). Plus particulièrement, La structure minimale de DAP-PGN nécessaire pour 
l’activation de la voie IMD par PGRP-LC est GlcNAc-MurNAc liée à un tri-peptide par une 
liaison interne 1,6-anhydro (Stenbak et al., 2004) (Fig. 18). Or, comme la sensibilité aux 
infections du mutant PGRP-LC est moins forte que celle du mutant kenny (élément de la voie 
IMD en aval de la protéine Imd), il a été proposé qu’un activateur alternatif, par exemple 
PGRP-LE, pouvait également induire la voie IMD (Gottar et al., 2002).  
 
Grâce à l’épissage alternatif, le gène PGRP-LC code pour au moins trois isoformes 
(PGRP-LCa, x et y), qui possèdent les mêmes domaines cytoplasmiques en N-terminal et 
transmembranaires mais diffèrent par leur domaine extracellulaire (Werner et al., 2003). Le 
rôle de chaque isoforme dans la réponse immunitaire de la mouche a été examinée grâce à des 





Ainsi, il a été observé que PGRP-LCx, mais pas PGRP-LCa et PRP-LCy, est nécessaire à 
l’activation de la voie IMD par l’ajout de PGN polymérique de E. coli, alors que le PGN 
monomérique TCT requiert la présence des isoformes PGRP-LCa et PGRP-LCx pour induire 
la voie (Kaneko et al., 2004). En outre, les isoformes de PGRP-LC peuvent former entre elles 
des homo- ou hétérodimères et, grâce aux diverses combinaisons possibles, plusieurs types de 
récepteurs de PGN sont créés (Choe et al., 2005; Kaneko et al., 2004). Par exemple, il a été 
observé que la présence de TCT, mais pas celle de PGN polymérique, entraîne la dimérisation 
des isoformes PGRP-LCa et PGRP-LCx (Mellroth et al., 2005). Comme PGRP-LCa ne lie pas 
les PGN, il est admis que c’est la liaison de PGRP-LCx aux PGN qui induit la formation de 
l’hétérodimère PGRP-LCx/-LCa (Mellroth et al., 2005). De son côté, l’homodimère de 
PGRP-LCx permettrait la reconnaissance de PGN polymérique (Kaneko et al., 2006). Le 
domaine cytoplasmique de PGRP-LC est essentiel pour la formation de dimères et il est 
nécessaire et suffisant pour initier la voie de signalisation IMD (Choe et al., 2005). En outre, 
des études structurales ont identifié la sérine 391 de PGRP-LC comme un acide aminé 
indispensable pour l’hétérodimérisation (Chang et al., 2006; Lim et al., 2006). Comme pour 
PGRP-LE, un domaine RHIM-like a été identifié dans le domaine cytoplasmique de PGRP-
LC (Kaneko et al., 2006). Etonnamment, ce domaine est nécessaire pour la transduction du 
signal mais pas pour l’interaction du récepteur avec Imd, ce qui amène à penser que 
l’interaction de PGRP-LC avec Imd n’est pas indispensable à la signalisation. De plus, le 
domaine RHIM-like n’est pas essentiel pour l’homodimérisation de PGRP-LCx, ce qui 
suggère que ce domaine permet l’interaction du récepteur PGRP-LC avec un composant 
inconnu de la voie IMD indispensable pour la transduction du signal (Kaneko et al., 2006). 
 
En parallèle de l’induction de la voie IMD par la reconnaissance de DAP-PGN par des 
dimères de PGRP-LC, l’équipe du Dr Tang propose un modèle où le clivage protéolytique de 
PGRP-LC permet l’activation de la voie IMD. En effet, ils ont observé que le récepteur est 
clivé en réponse aux infections par des bactéries à Gram négatif (E. coli et Salmonella) mais 
pas par les Gram positifs (Staphylococcus) (Schmidt et al., 2008). De façon intéressante, 
l’intégrité de PGRP-LC n’est pas affectée par l’infection naturelle d’E. coli déficientes pour 
les protéases (souche BL21) ou tuées par la chaleur (Schmidt et al., 2011; Schmidt et al., 
2008). En outre, PGRP-LC sans son ectodomaine (domaine extracellulaire) est 
constitutivement actif en absence d’infection, alors que le domaine cytoplasmique seul de 
PGRP-LC n’est pas fonctionnel (Schmidt et al., 2008). Ainsi, la localisation membranaire de 





négativement la voie pour empêche
(Schmidt et al., 2008). Cette hypothèse permett
immunitaires distinguent les microbes pathogéniques des non
commensales), alors qu’ils disposent des mêmes motifs PAMPs. Dans ce cas, le relargage des 
protéases microbiennes pourrai
permettrait l’activation de PGRP
Les auteurs imaginent que ces protéases pourraient aussi être impliquées dans la génération de 
DAP-PGN. Ce résultat rappelle le cas de la protéase Persephone, impliquée dans la cascade 
protéolytique activant le ligand Spätzle. En effet, Persephone est clivée par des protéases de 





Figure 18. Les structures des différents peptidoglycanes.
polymère de N-acétyl-glucosamine
petits peptides. La structure des PGN
diffèrent dans la composition en acides aminés, selon l’espèce bactérienne. Les bactéries à 
Gram négatif possèdent des PGN de type DAP 
bactéries à Gram positif ont le plus souvent des PGN avec une lysine en troisième position et 
un pont inter-peptidique (structure de gauche). Les structures minimales nécessaires à la 
reconnaissance des Lys-PGN et des DAP
PGRP-LC sont encerclées. (Kurata et al., 2006
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4. L’endocytose des récepteurs immunitaires 
 
a. Endocytose du récepteur TLR4 des mammifères 
 
Chez les mammifères, la localisation subcellulaire et le trafic des TLRs dans la cellule 
est un mécanisme primordial pour permettre la détection des ligands par ces récepteurs. 
Actuellement, les TLRs sont divisés en deux groupes, selon leur localisation subcellulaire 
(McGettrick and O'Neill, 2010). Dans le premier groupe, TLR1, 2, 4, 5 et 6 sont tous présents 
à la surface cellulaire, où ils détectent des structures lipidiques (LPS, notamment) de bactéries 
ou, dans le cas de TLR5, la protéine flagelline. Le second groupe comprend les récepteurs 
intracellulaires TLR3, 7, 8 et 9, qui reconnaissent les acides nucléiques. On constate que les 
TLRs du premier groupe reconnaissent des marqueurs à la surface des pathogènes 
susceptibles d’être présents dans le milieu extracellulaire, alors que ceux du second groupe 
reconnaissent des acides nucléiques provenant des génomes de bactéries ou de virus et 
susceptibles d’être introduits dans le milieu intracellulaire. Le trafic de certains TLRs peut 
également empêcher une sur-activation de la voie de signalisation TLR. A titre d’exemple, 
TLR4 reconnaît des LPS bactériens et la réactivité au LPS varie en fonction de la quantité de 
TLR4 à la surface cellulaire. La quantité de TLR4 membranaire dépend de son trafic à la 
membrane depuis le Golgi et de son internalisation depuis la membrane jusqu’aux endosomes 
(Fig. 19). Au repos, TLR4 est situé dans le Golgi et à la membrane des monocytes humains 
(Husebye et al., 2006; Latz et al., 2002). Des études de microscopie confocale ont révélé que 
TLR4 et des protéines régulatrices oscillent rapidement entre la membrane et le Golgi (Latz et 
al., 2002; Thieblemont and Wright, 1999). TLR4 fluctue entre ces deux compartiments 
jusqu’à ce qu’il soit maintenu à la membrane par les LPS, pour permettre la signalisation via 
MyD88 (Lu et al., 2008). Par ailleurs, Tanimura et al. ont observé que le recrutement de LPS 
par TLR4 induit la translocation du récepteur aux endosomes précoces (Tanimura et al., 
2008). TLR4 est ubiquitiné et cette ubiquitination entraîne sa dégradation (Husebye et al., 
2006). Mais, le rôle de l’endocytose de TLR4 n’est pas seulement de provoquer sa 
dégradation par les lysosomes. En effet, des recherches plus récentes montrent que 
l’internalisation de TLR4 est nécessaire pour une signalisation plus complète. L’inhibition de 
l’internalisation de TLR4 dans les macrophages n’a pas d’effet sur la signalisation de la voie 
NF-κB (production de cytokines pro-inflammatoires via MyD88) mais abolit la signalisation 
par TRAM/TRIF (production d’interférons de type 1) (Kagan et al., 2008). En outre, TRIF, 





lipidiques de la membrane et des endosomes précoces, après stimulation par les LPS (Honda 
et al., 2004; Tanimura et al., 2008; Wong et al., 2009). De même, au repos, TRAM est situé à 
la membrane et aux endosomes précoces et l’induction par les LPS entraîne la translocation 
de TRAM membranaire aux endosomes précoces, où il colocalise avec TLR4 (Kagan et al., 





Figure 19. L’activation des voies de signalisation par TLR4 dépend de sa localisation 
cellulaire. Au repos, TLR4 oscille entre le Golgi et la membrane cellulaire. L’activation par 
les LPS le maintient à la membrane pour activer la voie NF-κB via MyD88, qui va permettre 
la production de cytokines pro-inflammatoires. La reconnaissance des LPS entraîne également 
son endocytose. A partir des endosomes précoces, TLR4 active une autre voie de 
signalisation, dépendante de TRAM et TRIF, pour la production d’interférons de type 1. 
Alternativement, TLR4 peut être ubiquitiné pour suivre la voie de dégradation lysosomale. 







b. Endocytose des récepteurs TNF-R des mammifères 
 
Chez les mammifères, les activités biologiques du TNF sont régulées par deux 
récepteurs membranaires TNF-R distincts. Contrairement à TNF-R1, le récepteur TNF-R2 ne 
contient pas de domaine de mort (DD) et ne peut pas transmettre des signaux d’apoptose. 
 
Au même titre que TLR4, le récepteur TNF-R1 peut induire des voies de signalisation 
différentes, selon sa localisation subcellulaire. En effet, alors qu’il induit une réponse non-
apoptotique depuis la surface cellulaire en activant les voies NF-κB et JNK, TNF-R1 est 
également internalisé et transmets des signaux pro-apoptotiques depuis les compartiments 
intracellulaires (Tchikov et al., 2011). En effet, après la liaison du ligand, le domaine DD de 
TNF-R1 recrute la protéine TRADD (TNF-R-Associated Death Domain) (Hsu et al., 1996a). 
La protéine TRADD va alors fonctionner comme une plateforme d’assemblage et le point de 
bifurcation de deux voies de signalisation. D’une part, l’interaction de TRADD avec RIP1 et 
TRAF-2 conduit à l’activation des voies NF-κB et JNK, assurant ainsi une réponse pro-
inflammatoire (Hsu et al., 1996b). D’autre part, TRADD peut recruter FADD pour former le 
complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex). A son tour, FADD recrute la caspase-8 
et induit une cascade de signalisation apoptotique, impliquant l’enzyme endo-lysosomale A-
SMase (Acid Sphingomyelinase) (Mahul-Mellier et al., 2008; Wiegmann et al., 1999). La 
délétion du domaine TRID (TNF-R1 Internalization Domain) de la queue cytoplasmique de 
TNF-R1 empêche l’internalisation du récepteur. De plus, il a été observé que la perte du 
domaine TRID empêchait le recrutement par TNF-R1 des protéines TRADD et caspase-8 
mais pas celui de RIP1 et TRAF2 (Schneider-Brachert et al., 2004). Donc, l’internalisation de 
TNF-R1 est cruciale pour la signalisation apoptotique, mais pas pour l’induction des voies 
NF-κB et JNK. Finalement, un modèle a été proposé, dans lequel la signalisation de TNF-R1 
implique l’assemblage de deux complexes de signalisation moléculairement et spatialement 
distincts, qui activent séquentiellement NF-κB et les caspases (Micheau and Tschopp, 2003). 
Dans ce modèle, TNF-R1 recrute, à la surface cellulaire, RIP1, TRAF2 et TRADD dans les 
quelques minutes suivant la liaison au TNF. Ces trois protéines sont ubiquitinées et se 
dissocient du récepteur, après son internalisation. Depuis les endosomes, ce complexe recrute 
ensuite FADD et la caspase-8 pour former un deuxième complexe de signalisation. Plusieurs 
études confirment l’existence de deux complexes de signalisation spatialement différents 
(Edelmann et al., 2011; Neumeyer et al., 2006; Schneider-Brachert et al., 2006; Schneider-





Après la liaison du ligand, le récepteur TNF-R2 internalise également, de manière 
dépendante de la clathrine, colocalise avec la protéine Rab7, marqueur des endosomes tardifs 
et des lysosomes, et entre dans la voie de dégradation lysosomale (Fischer et al., 2011). Cette 
étude a identifié un motif di-leucine dans le domaine cytoplasmique de TNF-R2 nécessaire à 
son internalisation. La mutation de ce motif empêche l’internalisation du récepteur mais 
n’affecte pas l’induction de la voie NF-κB, ce qui suggère que l’internalisation de TNF-R2 
n’est pas requise pour cette signalisation. Les auteurs proposent que l’endocytose de TNF-R2 
sert principalement à limiter la réponse au TNF par ce récepteur. 
 
 
c. Endocytose du récepteur Toll de Drosophila 
 
Chez la drosophile, il a été montré, récemment, que l’endocytose du récepteur Toll était 
indispensable à son rôle dans l’embryogénèse et l’immunité innée (Huang et al., 2010; Lund 
et al., 2010). Dans un premier temps, un crible d’ARN interférents spécifiques de 
phosphatases en cellules S2 a permis d’identifier Mop comme une protéine nécessaire à la 
dégradation de Cactus en réponse à une stimulation immunitaire (Huang et al., 2010). La 
phosphatase putative Mop était déjà connue pour participer à l’endocytose de l’EGFR (Miura 
et al., 2008). Grâce à des expériences d’immunofluorescence, Huang et al. ont observé que 
Mop colocalise avec la protéine endocytaire Hrs dans les cellules S2. De plus, l’extinction de 
mop inhibe l’activation de la voie Toll in vivo et in vitro (Huang et al., 2010). Des études 
d’épistasie suggèrent que Mop agit en amont de Pelle et dMyD88, c’est-à-dire au niveau du 
récepteur Toll. Les auteurs ont également remarqué que la protéine Hrs était essentielle à la 
dégradation de la protéine Cactus. De plus, les protéines Mop au domaine phosphatase putatif 
muté ou sans domaine phosphatase permettent toujours la signalisation de la voie Toll. En 
conséquence, l’activité phosphatase de Mop n’est pas nécessaire à l’activation de la voie. Ce 
résultat est conforté par le fait que HD-PTP, l’homologue humain de Mop, ne possède pas 
d’activité enzymatique (Gingras et al., 2009). Par contre, Hrs, Mop et Toll font partie d’un 
même complexe. Donc, Mop agirait plutôt comme un adaptateur qui facilite l’interaction de 
Toll avec les composants endocytaires (Huang et al., 2010). Par ailleurs, l’endocytose de Toll 
a aussi été décrite in vivo dans le développement embryonnaire. En effet, Lund et al. ont 
observé que Toll10b, la forme constitutivement active de Toll, transloque de la membrane aux 





de l’embryon diminue la signalisation de Toll localement et conduit à une accumulation de 
Dorsal du côté dorsal, provoquant une inversion de l’axe dorso-ventral. Réciproquement, 
l’augmentation de l’endocytose latéralement permet la signalisation locale de Toll. 
L’endocytose de Toll semble donc fortement corrélée à une signalisation active. Finalement, 
les auteurs proposent que le récepteur Toll transmette le signal depuis les compartiments 
endocytaires, plutôt que depuis la membrane plasmique. Ainsi, l’endocytose aurait un rôle 
crucial dans la régulation spatiale de la voie Toll et dans la formation du gradient de 
concentration de Dorsal dans le noyau. 
 
 
5. Immunité innée et pathologies 
 
Nous avons vu que l’immunité innée est un fabuleux système, qui constitue la première 
ligne de défense d’un organisme hôte contre des pathogènes. Cependant, cette réponse doit 
être intiment régulée car une immunité excessive entraîne de nombreuses pathologies, comme 
les maladies auto-immunes et inflammatoires (Doherty et al., 2011). Par exemple, la maladie 
de Crohn est une maladie inflammatoire intestinale, causée par une mauvaise régulation de 
l’immunité innée de l’intestin (Hisamatsu et al., 2008). Cet organe est exposé à de 
nombreuses bactéries non-pathogéniques (flore intestinale) et, en condition normale, il 
maintient son homéostasie sans développer d’inflammation. En revanche, chez un patient 
souffrant de la maladie de Crohn, la réponse anormale de l’immunité innée contre la flore 
microbienne est probablement responsable de la diminution de l’intégrité de l’épithélium de 
l’intestin. Par ailleurs, les maladies démyélinisantes du système nerveux central, comme la 
sclérose en plaques, sont des maladies inflammatoires auto-immunes (Mayo et al., 2012). Ces 
pathologies sont causées par un emballement des systèmes immunitaires inné et acquis 
(Hanafy and Sloane, 2011; Weiner, 2008). En particulier, l’immunité innée est responsable de 
cette maladie en favorisant la différentiation de certaines cellules immunitaire (Th1 et Th17), 
ce qui conduit à une inflammation aiguë et induit directement la démyélinisation et empêche 
la remyélinisation (Mayo et al., 2012). La polyarthrite rhumatoïde est une maladie auto-
immune causée par des mécanismes immunologiques multiples. La sur-expression locale du 
TNFα est fortement impliquée dans la dérégulation de la réponse inflammatoire et la 






Il est donc important de comprendre comment l’immunité innée est régulée et, plus 
particulièrement, d’identifier les mécanismes adoptés par les cellules immunitaires pour 
réguler rapidement et efficacement les voies de signalisation NF-κB. Au vue des nombreuses 
similitudes entre les voies de signalisation immunitaires de la mouche et celles des 
mammifères, la drosophile apparaît comme un merveilleux modèle pour déchiffrer le 
fonctionnement de la réponse immunitaire innée et des modes de régulation mis en jeu au 
niveau moléculaire. Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à la régulation par 
ubiquitination de la voie de signalisation IMD de la drosophile et, plus particulièrement, à 
l’ubiquitination du récepteur immunitaire PGRP-LC qui semble entraîner son endocytose. J’ai 
également participé à un projet qui a permis d’identifier les USPs régulant négativement les 
























A. Le récepteur immunitaire PGRP-LC est régulé par ubiquitination et 
endocytose 
 
1. Démarche scientifique et résumé de l’article 
 
Préalablement au début de ma thèse, l’équipe Gen&Chem s’intéressait aux 
déubiquitinases USPs impliquées dans la régulation de la voie immunitaire IMD, chez la 
drosophile. L’une des stratégies possibles pour comprendre le rôle de ces USPs est 
d’identifier quels composants de la voie IMD sont ubiquitinés. Dans cette perspective, j’ai 
dans un premier temps observé que le récepteur transmembranaire PGRP-LC était ubiquitiné 
(Fig. 2, Viargues et al.). Par la suite, j’ai essayé de comprendre le rôle physiologique de cette 
ubiquitination et d’identifier quelle(s) déubiquitinase(s) étaient impliquées dans le contrôle de 
l’ubiquitination de PGRP-LC. 
 
Tout d’abord, j’ai observé que PGRP-LC était constitutivement dégradé (Fig. 1A, 
Viargues et al.). Bien que le protéasome soit l’un des mécanismes principaux de dégradation 
des protéines ubiquitinées, la stabilité de PGRP-LC n’était pas affectée par l’inhibiteur 
protéasomal MG132 (Fig. 1C, Viargues et al.). Par ailleurs, l’ubiquitination des récepteurs 
membranaires est décrit comme un signal d’endocytose, qui envoie les récepteurs ubiquitinés 
vers la voie endosomale pour finir dans les lysosomes, où ils vont être dégradés par des 
protéases (Raiborg and Stenmark, 2009). Dans le cas de PGRP-LC, j’ai effectivement observé 
que l’inhibition de l’endocytose précoce par la drogue dynasore entraînait une accumulation 
de PGRP-LC dans les lysats cellulaires (Fig. 1C, Viargues et al.). En outre, l’activation de la 
voie IMD par l’ajout de PGN favorise la dégradation de PGRP-LC (Fig. 1B, Viargues et al.), 
qui apparaît donc comme un moyen de stopper l’activation de la voie IMD après stimulation. 
 
La déubiquitinase USP8 est connue pour réguler l’endocytose de nombreux récepteurs 
membranaires (Berlin et al., 2010a; Li et al., 2012; Mizuno et al., 2006) mais son rôle est 
controversé. Les études les plus récentes suggèrent plutôt que USP8 favorise l’entrée des 
récepteurs ubiquitinées dans les vésicules intraluminales des MVBs (Ali et al., 2013). J’ai 
donc testé l’effet de l’inhibition de Usp8 sur l’ubiquitination du récepteur PGRP-LC, à la fois 
in vivo et in cellulo. Ainsi, j’ai observé que l’extinction de Usp8 provoque une augmentation 
de l’ubiquitination associée à PGRP-LC (Fig. 2, Viargues et al.). En revanche, il n’est pas 
possible de discriminer si cette augmentation est provoquée par le fait que l’hydrolyse de 




l’ubiquitine liée à PGRP-LC ne se fait plus ou bien si elle résulte d’une accumulation de 
PGRP-LC sous une forme ubiquitinée. Dans cette hypothèse, PGRP-LC ubiquitiné ne pourrait 
plus être dégradé par le système endocytaire, possiblement bloqué par l’extinction de Usp8. 
Bien que moins importante que celle provoquée par l’extinction de Usp8, l’augmentation de 
l’ubiquitination de PGRP-LC a également été observée en éteignant les gènes codant pour les 
protéines endocytaires Hrs et Rab5 (Fig. 4, Viargues et al.). 
 
L’ensemble de ces résultats convergent vers l’hypothèse que PGRP-LC est endocyté, en 
vue d’être dégradé. A partir de protocoles déjà publiés, j’ai mis au point un protocole 
d’immunofluorescence adapté afin de suivre l’internalisation du récepteur PGRP-LC, 
(Froquet et al., 2012; Moretti et al., 2012) (Annexe 1). Il est basé sur le fait que le tag V5 de la 
construction PGRP-LC-V5 se situe du côté extracellulaire en C-terminal. Ainsi, l’incubation 
des cellules S2 de drosophile (non fixées et non perméabilisées), préalablement transfectées 
par la construction PGRP-LC-V5, avec l’anticorps primaire anti-V5 permet le marquage des 
récepteurs PGRP-LC initialement à la membrane (Fig. 20a). La température d’incubation 
oscille entre 4°C (endocytose bloquée) et 25°C (le complexe PGRP-LC-V5/anti-V5 peut 
internaliser), de façon à obtenir une cinétique d’internalisation de PGRP-LC. Ensuite, les 
cellules sont fixées et l’anticorps secondaire couplé à l’Alexa 488 ne reconnaît que les 
complexes PGRP-LC-V5/anti-V5 encore ancrés à la membrane (Fig. 20b). Enfin, les cellules 
sont perméabilisées avec du triton et l’ajout de l’anticorps secondaire associé à la Cyanine 3 
permet l’observation des complexes PGRP-LC-V5/anti-V5 à la fois à la membrane et ceux 
internalisés dans le cytoplasme (Fig.20c). Il est important de garder à l’esprit qu’avec ce 
protocole, une diminution ou une disparition de la quantité de PGRP-LC à la membrane n’a 
jamais été observée. Cela peut s’expliquer par le fait que l’anticorps primaire peut 
continuellement reconnaître, en plus du PGRP-LC initialement à la membrane, les nouveaux 
récepteurs adressés à la membrane pendant l’incubation. Il peut s’agir des PGRP-LC 
nouvellement synthétisés et/ou recyclés depuis les endosomes précoces. La limite de 
l’observation par microscopie confocale provient du fait que nous ne disposons pas 
d’anticorps permettant de reconnaître le PGRP-LC endogène. De ce fait, les cellules S2 sont 
transfectées par une construction PGRP-LC taguée V5. Malheureusement, le taux de 
transfection des cellules S2 est faible et l’expression de la construction est très hétérogène 
d’une cellule tansfectée à l’autre. En conséquence, il est difficile de comparer deux conditions 
entre elles, à moins que l’effet soit évident. C’est pourquoi, j’ai ensuite adapté ce protocole 




pour quantifier les fluorescences par cytométrie (Annexe 2). Cette technique apporte la 




Figure 20. Principe du protocole d’immunofluorescence permettant de suivre 
l’internalisation du récepteur membranaire PGRP-LC. Cette expérience tire parti du fait 
que le tag V5 de la construction PGRP-LC-V5 se trouve du côté extracellulaire. Avant 
l’ensemencement des cellules S2, les lamelles de verre doivent être traitées à la poly-lysine, 
pour que les cellules adhèrent suffisamment. (a) Les cellules S2 transfectées par PGRP-LC-V5 
sont incubées avec l’anticorps primaire anti-V5, qui reconnaît les récepteurs PGRP-LC 
initialement à la membrane. A 4°C, le processus endocytaire est réversiblement bloqué, alors 
qu’à 25°C, le complexe PGRP-LC-V5/ anti-V5 peut internaliser dans le cytoplasme. (b) Les 
cellules sont ensuite fixées et un premier anticorps secondaire couplé à l’Alexa 488 ne peut lier 
que les complexes PGRP-LC-V5/ anti-V5 restés à la membrane. (c) Les cellules sont 
perméabilisées et le deuxième anticorps secondaire couplé à la Cyanine 3 reconnaît à la fois les 
complexes PGRP-LC-V5/ anti-V5 à la membrane et ceux ayant internalisés. Pour finir, les 




Grâce à ce protocole d’immunofluorescence adapté, j’ai prouvé que le récepteur PGRP-
LC est internalisé. En effet, les cellules incubées à 4°C pendant une heure (condition T0) ont 




un marquage exclusivement membranaire, alors que des points rouges organisés autour du 
noyau apparaissent lorsque l’endocytose est permise à 25°C pendant 5 à 30 minutes 
(conditions T5min, T15min et T30 min) (Fig. 5A, Viargues et al.). Ces observations sont 
confirmées par les résultats de cytométrie qui montrent que la fluorescence relative Cyanine 
5, associée au deuxième anticorps secondaire qui reconnaît PGRP-LC membranaire et 
internalisé, augmente avec le temps d’incubation à 25°C (Fig. 5B, Viargues et al.). Pour 
contrer l’hétérogénéité de la transfection, l’analyse a été effectuée sur des cellules exprimant 
«moyennement» PGRP-LC-V5, c’est-à-dire sur des cellules dont la fluorescence Alexa 488 
(celle reflétant seulement PGRP-LC membranaire) est comprise entre 102 et 103. Sur cet 
échantillon de cellules transfectées, la fluorescence Cyanine 5 moyenne a été normalisée par 
rapport à la condition T0. Quatre expériences de cinétique ont été effectuées et, sur le 
diagramme, la moyenne de la valeur relative «fluorescence Cyanine 5 moyenne à Tx 
normalisée par fluorescence Cyanine 5 moyenne à T0» est représentée pour les différentes 
conditions (T0, T15min, T30min et T45min). 
 
Le protocole d’immunofluorescence a ensuite été utilisé pour tester l’effet de la 
stimulation de la voie IMD sur l’internalisation du récepteur PGRP-LC. Ainsi, j’ai remarqué 
que, rapidement, la distribution de PGRP-LC membranaire n’est plus uniforme quand les 
cellules sont induites par du PGN. En effet, cette répartition membranaire ressemble à une 
structure en «collier de perles», qui pourrait refléter l’oligomérisation de PGRP-LC connue 
pour être nécessaire à la transduction du signal (Fig. 6, Viargues et al.) (Choe et al., 2005). De 
plus, lorsque l’endocytose est permise continuellement pendant une heure (T60min), 
l’induction par les PGN augmente la quantité de PGRP-LC internalisé. 
 
Finalement, ces résultats nous conduisent à proposer le modèle suivant : l’activation de 
la voie IMD entraîne l’oligomérisation de PGRP-LC. Ensuite, l’ubiquitination de ces 
oligomères va déclencher leur internalisation dans le cytoplasme. Par comparaison avec 
d’autres récepteurs ubiquitinés, comme l’EGFR, nous pouvons spéculer que, au niveau des 
endosomes précoces, USP8 déubiquitine PGRP-LC et favorise ainsi son entrée dans les 
MVBs, où il va suivre la voie de dégradation lysosomale. Ainsi, l’endocytose de PGRP-LC 
apparaît comme un moyen d’éliminer les récepteurs après activation de la voie et contribue 
probablement à stopper l’activité du récepteur en réponse à l’infection. Ce mécanisme permet 
aussi d’éviter l’accumulation du récepteur ubiquitiné qui pourrait s’accumuler sous forme 
d’agrégats protéiques ubiquitinés, dont on sait qu’ils sont très délétères pour les cellules. 
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The stability and activity of many membrane receptors are regulated by the endocytic 
trafficking. Ubiquitination of these receptors is described to promote their endocytosis and, in 
a number of cases, the deubiquitinating enzyme USP8 (or UBPY) regulates their subsequent 
lysosomal degradation. Here, we describe a new regulatory mechanism of PGRP-LC stability 
through the endosomal pathway in Drosophila. PGRP-LC is an immune receptor activated by 
the recognition of Gram-negative bacteria PGN and driving the immune deficiency (IMD) 
pathway. We evidenced that the PGRP-LC degradation is dependent from endocytosis and 
promoted by the addition of PGN. Then, we showed that PGRP-LC is ubiquitinated and that 
blocking endocytic process by silencing genes, such as Rab5 and Hrs, provoked an 
accumulation of ubiquitinated PGRP-LC in S2 cells. Ubiquitination level and endocytosis of 
PGRP-LC are likely controlled by USP8, since Usp8 knockdown in either S2 cells or living 
flies provoked an accumulation of ubiquitinated PGRP-LC. Subsequently, we developed an 
innovative protocol of immunostaining to see the PGRP-LC internalization. Thereby, we 
observed that the activation of the IMD pathway by PGN increased the level of cytosolic 
PGRP-LC. Silencing Usp8 did not block PGRP-LC internalization but led to the accumulation 
of ubiquitinated aggregates in the cytosol, which likely results from a blockage of the 
degradation process of several membrane receptors, including PGRP-LC. Our results identify 
PGRP-LC endocytosis as a rapid mechanism allowing for internalization and elimination of 
ubiquitinated PGRP-LC following an immune challenge. 
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The innate immune system detects a wide range of pathogens via distinct pattern recognition 
receptors (PRRs), triggering the activation of various defense mechanisms such as 
phagocytosis and specific immune signaling [1]. The activation of the innate immune system 
stimulates the adaptive immunity, relying on lymphocytes activation upon antigen 
presentation and memory of the encountered pathogen. A misregulated immunity may be at 
the origin of inflammation and severe auto-immune diseases, implying a network of down-
regulatory mechanisms [2-5]. 
In the fruit fly Drosophila melanogaster, the main defense mechanism relies on its innate 
immunity, since an adaptive immune response lacks in invertebrates [6]. Two conserved 
immune pathways are distinguished in flies and both result in the activation of different NF-
κB transcription factors, which specifically regulate immune response genes expression, 
among which antimicrobial peptide encoding genes. On the one hand, the Toll pathway is 
activated by the recognition of fungi and Gram-positive bacteria by circulating PRRs, 
inducing the indirect activation of the Toll receptor and the expression of a set of 
antimicrobial peptide genes, including drosomycin [7]. On the other hand, the IMD (immune 
deficiency) pathway is induced upon the direct binding of DAP-peptidoglycans (PGN), 
specific to Gram-negative bacteria and a subset of Gram positive, by the PGRP-LC receptor 
[8, 9]. Then, PGRP-LC triggers the activation cascade of the IMD pathway, which leads to the 
expression of another set of antimicrobial genes, including attacin and diptericin. As in 
mammals, Drosophila immune pathways are regulated to avoid an excessive immune 
response, which is deleterious to the flies [10-12]. 
Endocytic trafficking regulates the function of several plasma membrane receptors which 
mainly internalize from the plasma membrane through clathrin-coated vesicles and are 
translocated to early endosomes [13]. Then, receptors can be recycled back to the cell 
membrane either directly or indirectly via recycling endosomes, or convey to lysosomes for 
proteolytic degradation, through sorting to multivesicular bodies (MVB) and late endosomes 
[14]. The ESCRT (Endosomal Sorting Complex for Transport) machinery ensures several 
functions during endocytosis. ESCRT complexes recognize ubiquitinated cargoes, preventing 
their recycling and, therefore, promoting their degradation. They are also instrumental in the 
deformation of the endosomal membrane and catalyze the final abscission of the endosomal 
invaginations [15]. Hrs (Hepatocyte growth factor Regulated Substrate), in particular, is a 




subunit of the ESCRT-0 complex. Hrs recruits ubiquitinated proteins via its two ubiquitin-
binding domains (UBD) [16] and promotes their degradation through the MVB pathway. 
Besides, Rab GTPases serve as crucial regulators of vesicular membrane transport. Notably, 
Rab5 occurs in early endosomes and takes part in the cargo segregation in endosomal 
microdomains [17]. 
Ubiquitination of membrane proteins occurs both at the cell membrane and at early 
endosomes to regulate their internalization and intracellular sorting [16, 18]. Ubiquitination is 
a reversible post-translational modification consisting in the linkage of ubiquitin monomers or 
polymers via the free amine group of a lysine (K) in the targeted protein. Depending on their 
nature, ubiquitin moieties can address proteins for endocytosis, proteasomal degradation or 
modify their activity. Conjugation of one or several mono-ubiquitin (multi-ubiquitination) 
was first identified to trigger receptors endocytosis [19]. More recently, K63-linked ubiquitin 
chains (K63-polyUb) was described as a signal for protein sorting into the MVB pathway 
[20]: indeed, while mono-ubiquitination of the membrane protein Gap1 triggers its 
internalization, K63-polyUb directs Gap1 to the MVB pathway [20]. The ESCRT-0 complex 
has a weak affinity to ubiquitin [21]. Therefore, K63-polyUb chains or the conjugation of 
numerous mono-ubiquitination may strengthen the ESCRT-0 binding to ubiquitinated 
proteins. Protein ubiquitination is counteracted by deubiquitinating enzymes (DUBs) which 
hydrolyze ubiquitin from their substrates. USP8 (synonym of UBPY), in particular, has been 
implicated in the endocytic down-regulation of numerous receptors, including EGFR 
(Epidermal Growth Factor Receptor) and others [22]. However, the effect of USP8 on EGFR 
trafficking is controversial. In some studies, USP8 was shown to prevent EGFR degradation 
[23, 24] whereas others studies reported that USP8 increases EGFR down-regulation [25-27]. 
In this study, we showed that endocytic pathway promotes both the internalization and the 
degradation of the PGRP-LC receptor. PGRP-LC internalization and degradation are notably 
stimulated by the addition of PGN, probably allowing for the elimination of activated PGRP-
LC. Ubiquitination of PGRP-LC was evidenced both in cellulo and in vivo, which may 
provide the signal for endocytosis and degradation. Silencing Usp8 or endocytic genes Rab5 
and Hrs led to a strong accumulation of ubiquitinated PGRP-LC, indicating that USP8 and 
other actors of the endocytic machinery are required for the degradation of ubiquitinated 
PGRP-LC. Moreover, silencing of Usp8 did not significantly interfere with the IMD 
signaling, suggesting that USP8 acts at the level of inactivated ubiquitinated PGRP-LC, after 
the immune signal has been achieved. Subsequently, we visualized the PGRP-LC 




internalization in S2 cells and showed that PGN addition promotes the immediate PGRP-LC 
oligomerization at the cell surface which is then followed by an enhanced internalization rate. 
Taken together, our results show that PGRP-LC ubiquitination and subsequent endocytosis is 
regulated by USP8 and provides a newly described mechanism for the rapid turnover of 




Immune stimulation favors PGRP-LC degradation 
To assess PGRP-LC receptor turnover, Drosophila S2 cells were transfected with V5 tagged 
construct and the level of PGRP-LC-V5 in cell lysates was determined by western blot 
analysis. When S2 cells were treated by the protein synthesis inhibitor cycloheximide, the 
amount of PGRP-LC in lysate decreased compare to untreated cell lysate (Fig. 1A). This 
suggests that PGRP-LC is subjected to a permanent turnover. The amount of PGRP-LC was 
then followed at different time after addition of peptidoglycan (PGN) (Fig. 1B). In 
cycloheximide treated cell lysates, the PGRP-LC level progressively decreased after PGN 
treatment, while PGRP-LC amount stayed unchanged in non-treated cells. This result 
indicates that the activation of the IMD pathway stimulates the degradation of PGRP-LC and 
that new receptors are synthetized de novo following immune stimulation. 
 
Endocytic but not proteasome activity is required for PGRP-LC degradation 
Proteasome activity is one of the main cell mechanisms allowing for protein degradation. 
Therefore, we treated PGRP-LC-V5 transfected S2 by MG132, a proteasomal inhibitor (Fig. 
1C). We observed that the MG132 treatment did not lead to the stabilization of PGRP-LC. 
Hence, PGRP-LC degradation is mostly independent from proteasome. Some receptors, such 
as EGFR and Notch, are known to be rather degraded by lysosomal proteases following their 
internalization [28, 29]. To investigate if PGRP-LC is degraded by endocytosis, transfected 
S2 cells were treated by dynasore, a dynamin inhibitor. The dynamin GTPase is principally 
involved in the scission of newly formed vesicles [30]. Therefore, dynasore treatment inhibits 
endocytosis at early stage, namely during membrane proteins migration via the future 
endocytic vesicle. The dynasore treatment significantly increased the amount of PGRP-LC in 
cell lysate (Fig. 1C). Interestingly, dynasore treatment also favored the outbreak of high 
molecular weight bands that could match to PGRP-LC multimeric complexes (Supp. Fig. 1). 




PGRP-LC is an ubiquitinated receptor controlled by the deubiquitinating enzyme USP8 
Ubiquitination of a number of plasma membrane proteins is a known tag for their endocytosis 
[18, 20, 31, 32]. However, PGRL-LC ubiquitination status has not been described yet. To 
answer this question, immunoprecipitated PGRP-LC-V5 was revealed by anti-ubiquitin 
antibodies, resulting in a smear, characteristic of ubiquitination, for cells transfected by PGP-
LC-V5 compared to control cells (Fig. 2A). Thereby, we pointed out that the PGRP-LC 
receptor is ubiquitinated. At early endosomes, the deubiquitinating enzyme USP8 (or UBPY) 
regulates the MVB sorting of numerous ubiquitinated membrane receptors [18, 23, 33]. So, 
we tested the effect of silencing Usp8 on the PGRP-LC ubiquitination level. We obtained a 
strong increase of ubiquitinated PGRP-LC forms in Usp8 silenced cells compare to cells 
incubated with control double strand RNA (dsRNA) (Fig. 2A). Similar experiments were 
performed with extracts from flies expressing a GFP tagged PGRP-LC (Fig. 2B). On the one 
hand, we observed that the receptor was ubiquitinated in vivo. On the other hand, we 
confirmed that the silencing of Usp8 in flies led to a strong accumulation of ubiquitinated 
PGRP-LC forms. Consequently, we conclude that USP8 directly deubiquitinates PGRP-LC 
and/or that it promotes ubiquitinated PGRP-LC to be degraded by the endosome-lysosomal 
machinery. 
In order to evaluate if accumulated ubiquitinated PGRP-LC is able to induce immune 
signaling, the IMD pathway activation was monitored in Usp8 depleted cells following 
immune stimulation. Activation of the IMD pathway was achieved by adding heat-killed E. 
coli in the culture medium and was monitored using the Attacin-luciferase (AttA-luc) reporter 
gene [34]. Interestingly, silencing Usp8 did not modify the induction of the AttA-luc reporter 
gene in E. coli stimulated cells, compared to cells treated with control dsRNA (Fig. 3). This 
result suggests that Usp8 silencing leads to an accumulation of inactivated PGRP-LC form. 
 
Blocking endocytosis leads to the accumulation of ubiquitinated PGRP-LC 
To further assess if the destiny of ubiquitinated PGRP-LC is controlled by endocytosis, we 
tested the effect of blocking the endocytosis on the amount of ubiquitinated PGRP-LC forms. 
To this aim, S2 cells were transfected with PGRP-LC-V5 and incubated or not with dsRNAs 
specific to either Rab5 or Hrs. PGRP-LC was immunoprecipitated from cell lysates and 
samples were immunoblotted with anti-ubiquitin antibodies. Indeed, we noted that silencing 
either Rab5 or Hrs increased the amount of ubiquitinated PGRP-LC (Fig. 4A, B). These 




results put together argue that endocytosis controls the degradation of ubiquitinated PGRP-
LC. 
 
PGRP-LC is endocytosed in S2 cells 
All the previous results imply that PGRP-LC would be internalized through the endocytic 
machinery, then promoting its degradation. So, inspired by published experiments [35, 36], 
we developed a protocol to highlight and follow the PGRP-LC receptor internalization in S2 
cells transfected with a PGRP-LC-V5 construct (see methods). Briefly, non-permeabilized 
living cells were incubated at 4°C to block endocytosis and incubated with primary antibodies 
(anti-V5), recognizing PGRP-LC-V5 at the cell surface. Internalization of the primary 
antibody/ PGRP-LC-V5 complex was then allowed for 5 to 60 minutes at 25°C, while control 
cells were maintained at 4°C. Cells were fixed but no permeabilized before addition of the 
secondary antibody coupled to Alexa 488 fluorescent dye, which only binds to the primary 
antibody/ PGRP-LC-V5 complex at the membrane external face. Cell membranes were then 
permeabilized and another secondary antibody linked to Cyanine 3 was used to detect both 
membrane and cytosolic primary antibody in complex with PGRP-LC-V5. 
This protocol allowed for the distinction of membrane (in green) PGRP-LC to both membrane 
and internalized receptor (in red) by confocal microscopy (Fig. 5A). At T0, PGRP-LC was as 
expected mainly, if not exclusively, localized at the cell membrane, while cells incubated at 
25°C for 5 to 30 minutes at 25°C displayed both membrane and internalized PGRP-LC (Fig. 
5A). The cytosolic receptor was united in organized structure, which seemed to migrate 
nearby nucleus over time. This observation underlies that PGRP-LC is internalized. 
In order to quantify the amount of internalized PRP-LC, we also performed a cytometry assay 
based on a similar protocol (see methods). Results of four independent experiments were 
averaged and showed an increase of Cyanine 5 signal in function of the time incubation at 
25°C (Fig. 5B). This reflects the fact that longer cells were incubated at 25°C, the more 








Immune stimulation triggers PGRP-LC internalization 
In order to observe PGRP-LC endocytosis in response to immune stimulation, we used the 
same immunostaining protocol in the presence of PGN during the primary antibodies 
incubation. PGN stimulation significantly modified the repartition of PGRP-LC at the cell 
membrane which, rather to be uniformly distributed, looked like to a “pearl necklace” 
distribution, in the five minutes following PGN addition. It most probably reflects immediate 
oligomerization of activated receptors (Fig. 6, left figure). Moreover, one hour of PGN 
stimulation at 25°C (T60min) induced a significant increase of cytoplasmic PGRP-LC 
compared to uninduced cells (Fig. 6, right figure). Hence, the IMD pathway activation by 
addition of PGN provokes a rapid redistribution of PGRP-LC at the cell membrane and 




Our work identifies a regulatory mechanism of the PGRP-LC immune receptor stability in 
Drosophila. First, we showed that PGRP-LC is subjected to a permanent turnover and that its 
degradation is enhanced by immune stimulation. Second, we demonstrated that PGRP-LC 
degradation occurs independently from the proteasome but via the endocytic pathway. 
Moreover, we pointed out that PGRP-LC is ubiquitinated and that ubiquitinated PGRP-LC 
level is controlled by the endocytic proteins Hrs and Rab5, as well as the deubiquitinating 
enzyme USP8, already described to regulate internalization and stability of numerous 
membrane receptors [24, 27]. Finally, we developed an adapted immunostaining protocol and 
evidenced the PGRP-LC dynamic distribution at the cell membrane and trafficking toward the 
cytoplasm in response to immune stimulation. 
Ubiquitination has been well-documented to occur at different endocytic steps. The nature of 
ubiquitin moieties involved in this mechanism is diverse, including mono-, multi- or various 
kind of poly-ubiquitination [19, 20, 37]. Here, we showed for the first time that PGRP-LC is 
ubiquitinated both in cellulo and in vivo. Then, we observed that blocking the MVB pathway 
by silencing either Usp8 or endocytic genes increased the amount of ubiquitinated PGRP-LC. 
Accumulation of ubiquitinated PGRP-LC was particularly high in Usp8 silenced cells 
compared to Hrs or Rab5 depleted cells. This result suggests that USP8 hydrolyzes ubiquitin 
moieties linked to PGRP-LC. In addition, USP8 may also play a crucial function in the 




endocytic process of ubiquitinated substrate. This last hypothesis is supported by the fact that 
USP8 has been involved in endocytosis of an increasing number of receptors [18, 22, 26, 38, 
39]. Furthermore, Usp8 deficient cells exhibit aberrantly enlarged multivesicular endosomes 
colocalizing with enhanced ubiquitination [22, 25] (Supp. Fig. 2). Consequently, we suggest 
that the Usp8 depletion disrupts the proceeding of endocytosis, leading to the accumulation of 
ubiquitinated PGRP-LC in endosomes which cannot be sorted and degraded by the lysosomal 
pathway. According to this hypothesis, PGRP-LC ubiquitinated forms are specifically 
targeted to the endosomal pathway. 
In our study, we showed that the activation of the IMD pathway by PGN triggered both the 
PGRP-LC internalization, as observed by immunofluorescence, and its degradation, as 
observed on western blots experiments. The PGRP-LC degradation suggests that endocytosis 
down-regulates the IMD pathway signaling. Thereby, we further investigated the USP8 
contribution to the regulation of the IMD signaling and we noted that blocking endocytosis by 
silencing Usp8 did not significantly interfere with the IMD signaling, after induction by E. 
coli in S2 cells. This result implies that Usp8 depletion leads to an accumulation of PGRP-LC 
inactive ubiquitinated forms. Another hypothesis is that the Usp8 knockdown confines PGRP-
LC into the intraluminal vesicles of MVBs and, consequently, the receptor is not able to 
transmit the signal anymore. This last suggestion is consistent with the fact that USP8 acts on 
the ESCRT-III level to deubiquitinate EGFR, allowing for its integration in intraluminal 
vesicles and its subsequent lysosomal degradation [27]. 
On the other hand, although receptors endocytosis was first described as a degradation 
mechanism to down-regulate the signaling pathway, it is currently obvious that, in some 
cases, receptors internalization also takes part in the signaling process. For instance, the TNF-
R1 internalization allows for the selectivity of the signaling pathway induced by this receptor. 
Indeed, whereas TNF-R1 induces a pro-inflammatory response from the plasma membrane, 
this receptor also activates a pro-apoptotic signaling pathway from endosomes [40]. 
Moreover, it was observed that knockdown Hrs by RNAi prevents the Toll signal-dependent 
degradation of Cactus in Drosophila [41]. Hrs is present in a complex with the Toll immune 
receptor and promotes Toll-dependent signaling, indicating that endocytosis is needed for the 
Drosophila Toll immune signaling. The Toll endocytosis was also confirmed to be necessary 
for its role in Drosophila embryogenesis [42]. Unfortunately, our results did not allow us to 
discriminate if PGRP-LC internalization takes part in the IMD signaling but rather 




demonstrate its crucial role in PGRP-LC turnover, thus avoiding accumulation of inactivated 
protein aggregates. 
Besides, we observed by immunofluorescence staining that PGN immune stimulation led to 
an immediate redistribution of PGRP-LC receptor at the cell surface towards a “necklace” 
organization at very early stage of endocytosis (T0 and T5min). We propose that these spots 
reflects the PGRP-LC oligomerization, which is described to occur following ligand 
recognition [43] and which promotes rapid signal transduction trough the Imd scaffolding 
complex. Similarly, the high molecular weight bands observed in dynasore treated cell lysates 
by western blots could match to PGRP-LC multimers suggesting that activated multimeric 
complexes, which are stabilized in dynasore treated cells, are the forms addressed to the 
endocytic process. This hypothesis implies that PGRP-LC oligomers are very stable because 
western blot was carried out under denaturing conditions. 
According to our results, we suggest that PGN induces the PGRP-LC oligomerization, 
allowing for the IMD pathway activation. Then, the ubiquitination of active PGRP-LC 
oligomers triggers their endocytosis, inactivation and degradation, possibly contributing to 
avoid sustained IMD signaling. In conclusion, we highlighted a new mechanism for the 
control of PGRP-LC homeostasis. We show for the first time that PGRP-LC receptor is 
ubiquitinated and endocytosed to be degraded. In this process, the deubiquitinating enzyme 
USP8 promotes the PGRP-LC MVB sorting, most probably by deubiquitinating PGRP-LC 
and enhancing its integration in intraluminal vesicles of MVBs. How PGRP-LC is 
ubiquitinated in response to infection remains undetermined and it would be interesting to 
identify both the E3 ligase mediating this effect and a DUB counteracting the PGRP-LC 
degradation in favor of recycling. In addition, this study does not exclude that early step of 
PGRP-LC internalization could be necessary for the IMD signaling pathway, before its 
















Flies were raised on standard culture medium at 18 or 20°C. Transgenic lines were 
constructed in the P{UASt} vector [44]. The line P{UAS-Usp8-IR} was obtained from 
Vienna Drosophila Research Center (VDRC #8931) [45]. P{UAS-PGRP-LCx 77A EGFP} 
expressing the PGRP-LCx cDNA CG4432-RA fused to EGFP under the control of UAS 
regulatory sequences was obtained from Dr. Tang [46]. Ubiquitous driver transgene 
daughterlessGal4 (daGal4) was obtained from the Bloomington stock center and was 
recombined with the temperature sensitive inhibitor Gal80ts transgene [47]. Temperature 
driven expression of transgenes was achieved by crossing flies with daGal4, Gal80ts driver 
line. Progeny were maintained at 20°C during the development and switched at 30°C during 2 
days at adult stage to allow the transgene expression before freezing.  
 
Cell culture and RNA silencing 
Drosophila S2 cells were maintained in Schneider’s Drosophila medium supplemented with 
10% heat inactivated fetal cow serum (Invitrogen). DNA templates for dsRNA synthesis were 
generated by PCR using the primers specific to each target genes. Primers were designed from 
Drosophila RNAi screening center databases (http://www.flyrnai.org; DRSC15876 for 
siUsp8, DRSC23710 for siRab5 and DRSC27741 for siHrs) [45]. Purified PCR products were 
used as DNA templates for in vitro transcription of RNAi using the MEGAscript RNAi kit 
(Ambion). Gene silencing was achieved by the addition of 50 µg of dsRNA simultaneously to 
the DNA transfection (see below). 
 
Monitoring IMD pathway activation in S2 cells 
To measure IMD pathway activation, we used the reporter constructs pAtta-luc [43, 48]. The 
Dual-luciferase reporter assay (Promega) was used by normalizing wit pAc-luc (Engel et al., 
in prep). Simultaneously with dsRNAs, DNA transfection was performed with 10 ng of pAc-
luc normalisator and 10 pg of pAtta-luc, 48 hours prior luciferase detection. To activate the 
IMD pathway, heat-killed E. coli (2.108 bacterial cells per well ) were added 6 hours prior 
dual detection of the two luciferases. Each condition was done in triplicates. 
 




Immunoprecipitation and immunoblotting from cell extracts 
To observe PGRP-LC protein expression, S2 cells (20.106 cells) were transfected with 1 µg of 
pMT PGRP-LC-V5 or 1 µg of empty vector pMT according to standard procedures. The pMT 
PGRP-LC-V5 construct was obtained from Dr. Anderson [43] and allows for the expression 
of the full-length isoform x of PGRP-LC under metallothionein promoter. The expression of 
PGRP-LC-V5 is activated by the addition of CuS04 500 µM 24 hours after transfection. 
Gene silencing was achieved by the addition of 50 µg of dsRNA simultaneously to the DNA 
transfection. S2 cells were lysed 48 hours after transfection. To test the stability of PGRP-LC, 
cells were treated by MG132 20 µM (proteasome inhibitor, Sigma-Aldrich) or cycloheximide 
8mg/ml (protein synthesis inhibitor, Sigma-Aldrich) for 4 hours before lysis. To block early 
endocytic step, cells were treated by dynasore 80 µM (dynamin inhibitor, Tebubio) for 1 hour 
before lysis [49]. To activate the IMD pathway, peptidoglycan (PGN, Invivogen) at 80 ng/ml 
was added for 5 to 30 minutes in S2 cell culture media. The used lysis buffer was {NaCl 150 
mM; Triton 0,6%; EDTA 4 mM; EGTA 4 mM; protease inhibitor cocktail 0,5% (Sigma – ref. 
P8340); PR619 35 µM (déubiquitinase inhibitor from Tebubio)}. In order to reveal its 
ubiquitinated forms, PGRP-LC-V5 was immunoprecipitated by anti-V5 antibodies (Life 
Technologies) following standard procedures and revealed with anti-ubiquitin antibodies 
(FK2, Enzo Life Sciences). FK2 antibodies recognize both mono- and poly-ubiquitinated 
proteins but not free ubiquitin. Western Blots with whole cell lysates were revealed with anti-
V5 to detect PGRP-LC-V5 and anti-β-Tubulin (internal loading control). 
 
Immunoprecipitation and immunoblotting from fly extracts 
Progeny was maintained at room temperature and incubated 2 days at 30°C to inhibit Gal80ts 
expression and allow Gal4 expression (and subsequently transgenes expression). About 
fifteen flies per genotype were lysed according to standard protocol and PGRP-LC-GFP was 
immunoprecipitated by anti-GFP antibodies (Cell Signaling). Ubiquitinated forms of the 
receptor were revealed by anti-ubiquitin antibodies and the level of immunoprecipitated 
PGRP-LC was observed with anti-GFP antibodies. Whole fly extracts were immunoblotted 









The protocol of immunofluorescence was inspired from studies about membrane proteins 
trafficking [35, 36]. It is based on the fact that the V5 tag of PGRP-LC-V5 construct is on C-
terminal side, localized in the extracellular space. At least 24 hours before immunostaining, 
S2 cells (5.105 cells per well) were transfected with 50 ng per well of pAc PGRP-LC-V5 and 
in silencing experiments, with 2 µg per well of dsRNA. Alive cells were incubated with anti-
V5 mouse antibodies for one hour in all. It recognized PGRP-LC-V5 initially at the 
membrane, since cells were not permeabilized yet. S2 cells were incubated with anti-V5 (Life 
Technologies) at 4°C (blocked endocytosis: T0) and different duration at 25°C (permitted 
endocytosis: T5min, T15min, T30min), to get a kinetic of the PGRP-LC internalization. In 
some experiments, PGN 80 ng/ml was added to the primary antibody to activate the IMD 
pathway. Then, on unpermeabilized but fixed cells, a first secondary antibody (anti-mouse 
Alexa 488, Life Technologies) was used to detect anti-V5 linked to PGRP-LC-V5 still at the 
membrane. After permeabilization, another secondary antibody (anti-mouse Cyanine 3, Life 
Technologies) was added to highlighted anti-V5 associated to both membrane and cytosolic 
PGRP-LC-V5. Finally, nuclei were stained by Hoechst. Samples observation was done by 
confocal microscopy (Leica). 
 
Cytometry 
With the aim to quantify the internalization of PGR-LC, the previous immunofluorescence 
protocol was adapted to cytometry experiment. For cytometry, anti-mouse Alexa 488 was 
used to identify membrane PGRP-LC and anti-mouse Cyanine 5 (Life Technologies) labeled 
membrane and internalized PGRP-LC. The fluorescence reading was performed with Becton 
Dickinson FACS Calibur. Statistical analysis was done on transfected cells which moderately 
expressed PGRP-LC (Alexa 488 fluorescence included between 102 and 103). The Cyanine 5 
fluorescence mean of these selected cells was compared in function of the time of cells 
incubation at 25°C. For each point, Cyanine 5 fluorescence mean was normalized by the 
Cyanine 5 fluorescence mean of T0. This experiment was independently carried out four 
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Figure 1. PGRP-LC degradation depends on endocytosis and is promoted by the IMD 
pathway stimulation 
Drosophila S2 cells were transfected with the expression construct PGRP-LC-V5. (A) After 
48h, cells were treated or not by cycloheximide 8 mg/ml (an inhibitor of protein synthesis) for 
4 hours. PGRP-LC-V5 level in the inputs was monitored by immunoblotting with anti-V5 
antibodies (Lysates αV5). Anti-β-tubulin antibodies served as internal loading control 
(Lysates αβ-tubulin). The PGRP-LC level in cell lysates decreased by the treatment of 
cycloheximide. (B) S2 cells were treated or not by cycloheximide 8 mg/ml for 4 hours. Cells 
were lysed at different time (5, 10 or 30 minutes) after addition of PGN 80 ng/ml or not. 
Lysates are revealed by anti-V5 and anti-β-tubulin. The IMD activation by addition of PGN 
led to a gradual decrease of PGRP-LC in cell lysates (only observable in cycloheximide-
treated cells). (C) S2 cells were treated or not by MG132 20 µM (a proteasomal inhibitor) for 
4 hours or by dynasore 80 µM (a dynamin inhibitor) for 1 hour. Lysates were revealed by 
anti-V5 and anti-β-tubulin. PGRP-LC-V5 level was stable in the presence of MG132, while 
the dynasore treatment led to an accumulation of PGRP-LC. 
 
Figure 2. Silencing of Usp8 leads to an accumulation of ubiquitinated PGRP-LC 
(A) S2 cells were transfected with the PGRP-LC-V5 expression construct or the empty vector. 
The dsRNAs specific to Usp8 (siUsp8) or a control gene (siCtrl) were also added. S2 cells 
were lysed 48 hours after transfection. Lysates were precleared and subjected to 
immunoprecipitation with anti-V5 antibodies and ubiquitinated PGRP-LC was revealed with 
anti-ubiquitin antibodies (IPαV5 αUb). Presence of PGPR-LC V5 recombinant proteins in the 
inputs was assessed by immunoblotting with anti-V5 antibodies (Lysates αV5). Anti-β-tubulin 
antibodies served as internal loading control (Lysates αβ-Tubulin). Ubiquitinated PGRP-LC-
V5 was highlighted by a smear between 70 and 150 kDa. The silencing of Usp8, but not the 
siCtrl, led to a strong accumulation of its ubiquitinated forms in S2 cells. (B) Flies spent 2 
days at 30°C before proteins extraction. Protein extracts were prepared from control flies 
(DaGal4, Gal80ts/+), flies expressing only PGRP-LC-GFP (DaGal4, Gal80ts>PGRP-LC-
GFP) or flies expressing both PGRP-LC-GFP and Usp8 IR (DaGal4, Gal80ts>PGRP-LC-GFP 
+ Usp8 IR). PGRP-LC-GFP was immunoprecipitated from fly extracts with anti-GFP 
antibodies and analyzed with anti-ubiquitin antibodies (IPαGFP αUb) or anti-GFP (IPαGFP 
αGFP). Fly extracts were revealed with anti-GFP (Lysates αGFP). In presence of the PGRP-




LC-GFP, IPαGFP αUb revealed a smear between 100 and 250 kDa, corresponding to PGRP-
LC-GFP ubiquitinated forms. The intensity of this smear was stronger in presence of Usp8 IR 
transgene. 
 
Figure 3. Silencing Usp8 does not interfere with the IMD pathway signaling 
S2 cells were co-transfected with pAttA-luc reporter gene and pAc-luc normalisator to 
measure the activation of the IMD pathway by heat-killed E. coli. Sequence specific long 
dsRNAs were added into the media to silence indicated target genes in triplicates. Histograms 
represent the relative attacin expression compared to non-infected cells (NI). Cells treated by 
siUsp8 did not present a misregulated attacin expression after addition of E. coli compare to 
the control (siCtrl). 
 
Figure 4. Inhibition of endocytosis by dsRNAs leads to an accumulation of ubiquitinated 
PGRP-LC 
S2 cells were transfected with the expression construct PGRP-LC-V5 or the empty vector. 
The dsRNAs specific to a control gene (siCtrl), Rab5 (A) and Hrs (B).were also added. S2 
cells were lysed 48 hours after transfection. Lysates were precleared and subjected to 
immunoprecipitation with anti-V5 antibodies and ubiquitinated PGRP-LC was revealed with 
anti-ubiquitin antibodies (IPαV5 αUb). Presence of PGPR-LC-V5 recombinant proteins in the 
inputs was assessed by immunoblotting with anti-V5 antibodies (Lysates αV5). Anti-β-tubulin 
antibodies serve as internal loading control (Lysates α β-Tubulin). (A) siRab5 increased the 
amount of ubiquitin signal associated to PGRP-LC compared to the presence of siCtrl. (B) 
siHrs caused also an accumulation of ubiquitin signal when PGRP-LC was 
immunoprecipitated, in comparison with siCtrl. 
 
Figure 5. PGRP-LC is internalized in S2 cells 
S2 cells were transfected with the expression construct PGRP-LC-V5 24 hours before 
immunostaining. (A) Living cells are labeled with the anti-V5 mouse antibodies during one 
hour, which recognized initial membrane PGRP-LC. Meanwhile, the cells were incubated at 
4°C to block PGRP-LC endocytosis (T0) and more or less time at 25°C (5 minutes for T5min, 
15 minutes for T15min and 30 minutes for T30min) to allow the receptor internalization. 
After fixation, unpermeabilized cells were incubated with a secondary anti-mouse Alexa 488 
(shown in green) which only recognized the anti-V5-PGRP-LC-V5 complex at the membrane. 
After permeabilization of cells membrane, they were incubated with a secondary anti-mouse 




Cyanine 3 (shown in red) which detected the anti-V5-PGRP-LC-V5 both at the membrane 
and in the cytoplasm. Nuclei were stained by Hoechst (shown in blue). At T0, PGRP-LC was 
essentially at the cell membrane. Then, the more cells stayed at 25°C, the more observed is 
the red labeling in the cytoplasm. Hence, PGRP-LC is internalized in S2 cells at 25°C, but not 
at 4°C. Scale: 5 µm (B) The previous immunostaining was carried out, except that the 
secondary antibody used after permeabilization was coupled to Cyanine 5. The point T45 was 
also added to the kinetic of the PGRP-LC internalization. Both Alexa 488 and Cyanine 5 
fluorescences were read and statistical analysis was performed on transfected cells which 
moderately expressed PGRP-LC (Alexa 488 fluorescence included between 102 and 103). For 
each condition, the mean of Cyanine 5 fluorescence of this population was represented 
relatively to the mean of Cyanine 5 signal at T0. These results were averaged from four 
independent experiments. The Cyanine 5 signal increased in function of duration of stay at 
25°C. 
 
Figure 6. PGRP-LC internalization is enhanced after IMD activation 
S2 cells were transfected with the expression construct PGRP-LC-V5 and both membrane and 
internalized PGRP-LC was independently labeled, such it was already described in the 
previous figure. The membrane receptor was shown in green, whereas the membrane and 
cytosolic PGRP-LC was represented in red. Nuclei were shown in blue. PGN 80 ng/ml was 
simultaneously added (+PGN) or not (-PGN) to the primary anti-V5 antibodies. The antibody 
incubation was set for 1 hour at 4°C and more or less long time at 25°C. Cells were incubated 
at 25°C for 1 hour (T60min) or for 5 minutes (T5min). T0 matched to cells incubated only at 
4°C. At T0 and T5, the addition of PGN led to a non-uniform membrane labeling (a 
“necklace” structure) compared to the control without PGN. At T60, the IMD activation 
enhanced the PGRP-LC internalization relatively to the control without PGN. Scale: 5 µm. 
 
Legends to Supplemental Figures 
 
Supplemental Figure 1. Dynasore treatment favors the apparition of high molecular 
weight bands 
S2 cells were transfected with the expression construct PGRP-LC-V5. Then, they were treated 
by either dynasore 80 µM (a dynamin inhibitor) for 1 hour or not. PGRP-LC-V5 level in the 
inputs (unboiled or boiled 5 minutes at 95°C) was labeled with anti-V5 antibodies (Lysates 
αV5). Anti-β-tubulin antibodies serve as internal loading control (Lysates αβ-tubulin). In the 




unboiled lysates, high molecular weight bands were present (*). After boiling the lysates, the 
intensity of these bands decreased, while the level of PGPR-LC increased. 
 
Supplemental Figure 2. USP8 has a main role in the receptors down-regulation by 
endocytosis 
S2 cells were transfected with the expression construct PGRP-LC-V5. Rabbit produced anti-
V5 antibodies were used to detect PGRP-LC-V5 and cells were incubated at 25°C for 30 
minutes (T30min) or let at 4°C for one hour (T0). Then, the membrane receptor was labeled 
by an anti-rabbit Cyanine 5 (shown in pink). After cells permeabilization, mouse produced 
anti-ubiquitin antibodies were added and recognized all ubiquitinated proteins. Finally, cells 
were incubated with both anti-rabbit Cyanine 3 (membrane and cytosolic PGRP-LC shown in 
red) and anti-mouse Alexa 488 antibodies (ubiquitinated proteins shown in green). Nuclei 
were stained by Hoechst (shown in blue). The silencing of Usp8 led to a general accumulation 
of ubiquitinated proteins in S2 cytoplasm, which matched to green aggregates. These 
aggregates did not exclusively colocalize with internalized PGRP-LC but they were close to 
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Figure 2. Silencing of Usp8 leads to an accumulation of ubiquitinated PGRP-LC 
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Figure 3. Silencing Usp8 does not interfere with the IMD pathway signaling 
(Viargues et al.) 
  









       
 
Figure 4. Inhibition of endocytosis by dsRNAs leads to an accumulation of ubiquitinated 
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Supplemental Figure 2. USP8 has a main role in the receptors down-regulation by 
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3. Résultats complémentaires 
 
a. Caractérisation de l’ubiquitination de PGRP-LC 
 
Nous avons observé que PGRP-LC était ubiquitiné in vivo et in cellulo (Fig. 2, Viargues 
et al.). J’ai donc cherché à caractériser le type d’ubiquitination associée au récepteur. Pour 
cela, nous disposons au laboratoire d’anticorps spécifiques des chaînes de poly-ubiquitine 
K63 ou K48 (Clones αK63 HWA4C4 et αK48 Apu2, Millipore). L’immunoprécipitation de 
PGRP-LC-V5 a été effectuée selon le protocole décrit dans l’article Viargues et al. et les 
western blots ont été révélés avec les anticorps αK63 ou αK48. Bien que l’ubiquitination K63 
des récepteurs membranaires soit connue pour être un signal pour le tri endosomal (Lauwers 
et al., 2009), PGRP-LC ne semble pas être poly-ubiquitiné par ce type de chaînes (Résultats 
non montrés). En revanche, l’hybridation de la membrane par l’anticorps αK48 révèle un 
«smear» pour les cellules transfectées par PGRP-LC-V5 (Fig. 21). Donc, PGRP-LC est 
modifiée, au moins en partie, par des chaînes de poly-ubiquitine K48. J’ai donc ensuite testé 
l’effet de l’inhibiteur du protéasome MG132 spécifiquement sur les formes ubiquitinées K48 
de PGRP-LC et, de façon inattendue, ces formes ne sont pas accumulées de façon 
significative lorsque le protéasome est bloqué (Fig. 21). Ce résultat suggère que 
l’ubiquitination K48 de PGRP-LC ne cible pas le récepteur vers le protéasome, où il va être 
dégradé. Cette hypothèse est renforcée par le fait que PGRP-LC-V5 n’est pas stabilisé dans 
les lysats cellulaires en présence de MG132 (Fig. 1C, Viargues et al.). A l’opposé, dans le cas 
du récepteur membranaire Smoothened (Smo) qui est ubiquitiné par des chaînes K48, le 
traitement par MG132 conduit à une accumulation des formes ubiquitinées K48 de Smo (Li et 
al., 2012). Dans cette étude, les auteurs montrent que Smo est à la fois multi-ubiquitiné, pour 
entrer dans la voie des endosomes, et poly-ubiquitiné K48 pour être envoyé vers le 
protéasome, depuis les endosomes tardifs. Dans le cas de PGRP-LC, les chaînes d’ubiquitine 
K48 pourraient contribuer à le cibler vers la voie endosomale. Mes résultats montrent donc 
que PGRP-LC est ubiquitiné, au moins en partie, par des chaînes de poly-ubiquitine K48 mais 
pas par des chaînes K63. Comme le profil du «smear» de la poly-ubiquitination K48 de 
PGRP-LC se distingue de celui obtenu en révélant avec un anticorps qui reconnait tous types 
d’ubiquitination (FK2, Enzo Life Sciences), nous soupçonnons fortement que PGRP-LC est 
modifié par d’autre(s) type(s) d’ubiquitination qui restent à déterminer. Malheureusement, par 
manque d’anticorps, nous ne sommes pas en mesure de tester d’autres types d’ubiquitination, 




comme la multi-ubiquitination ou la poly-ubiquitination K29, déjà identifiées comme des 






Figure 21. La poly-ubiquitination K48 
de PGRP-LC ne le cible pas pour la 
dégradation protéasomale. L’hybrida-
tion par des anticorps spécifiques des 
chaînes de poly-ubiquitine K48 montre un 
«smear» pour les cellules transfectées par 
PGRP-LC-V5. Ce récepteur est donc 
ubiquitiné, au moins en partie, par des 
chaînes K48. L’inhibition du protéasome 
par ajout de MG132 n’entraîne pas 
d’accumulation significative des formes 
ubiquitinées K48 de PGRP-LC. Ainsi, la 
poly-ubiquitination K48 de PGRP-LC 
n’est pas associées à une dégradation 
protéasomale. 




b. Effet de l’extinction de Usp8, Hrs et Rab5 sur la poly-ubiquitination K48 de 
PGRP-LC 
 
L’extinction par RNAi de Usp8 et des protéines endocytaires Hrs et Rab5 entraînent 
une augmentation de l’ubiquitination de PGRP-LC (Fig. 2 et 4, Viargues et al.). J’ai 
également testé l’effet de ces RNAi spécifiquement sur la poly-ubiquitination K48 de PGRP-
LC (Fig. 22). Comme pour l’ubiquitination totale de PGRP-LC, la poly-ubiquitination K48 du 
récepteur est augmentée en présence de siUsp8, siRab5 et siHrs comparé aux cellules 
incubées avec le RNAi contrôle. Ce résultat suggère que la dégradation du récepteur PGRP-





        
Figure 22. Les extinctions de Usp8, Hrs et Rab5 entraînent une augmentation des formes 
ubiquitinées K48 de PGRP-LC. (a) L’extinction de Usp8 (siUsp8) augmente le signal de 
poly-ubiquitination K48 associé à PGRP-LC, en comparaison avec le RNAi contrôle (siCtrl). 
(b) Les extinctions des gènes codant pour les protéines endocytaires Hrs (siHrs) et Rab5 
(siRab5) augmentent la poly-ubiquitination K48 de PGRP-LC, en comparaison avec siCtrl. 
  
a. b. 




c. Effet de l’extinction de Usp8, Hrs et Rab5 sur l’internalisation de PGRP-LC 
 
Dans un premier temps, le protocole d’immunofluorescence développé a été utilisé pour 
tester l’effet de l’inhibition de Usp8 sur l’internalisation de PGRP-LC. Les cellules S2 ont été 
transfectées par PGRP-LC-V5 en présence ou non de siUsp8 et l’internalisation de PGRP-LC 
a été permise à 25°C pendant 0 à 30 minutes (Fig. 23a). Comme les cellules transfectées ont 
un comportement hétérogène, il est très difficile de tirer des conclusions sur l’effet de siUsp8 
sur l’internalisation de PGRP-LC. En conséquence, j’ai utilisé la technique de cytométrie pour 
quantifier l’internalisation du récepteur en présence ou non siUsp8. L’extinction des protéines 
endocytaires Hrs et Rab5 a également était testée au cours de cette expérience (Fig. 23b). Ce 
résultat est très préliminaire car l’expérience n’a été réalisée qu’une seule fois (ce qui 
explique d’ailleurs l’absence de barre d’erreur sur le diagramme). En revanche, pour les 
conditions «sans RNAi» et «avec siUsp8», la fluorescence cyanine 5 est mesurée sur un grand 
nombre de cellules (environ 10 000 cellules) transfectées et exprimant «moyennement» la 
construction PGRP-LC-V5 (fluorescence Alexa 488 comprise entre 102 et 103). 
Malheureusement, les extinctions de Hrs et Rab5 semblent très délétères et je n’ai pu 
sélectionner, au maximum, que 6000 cellules selon les critères de fluorescence Alexa 488. 
D’après l’analyse des résultats de cytométrie, il semble qu’à la fois siRab5 et siUsp8 
conduisent à une augmentation du signal Cyanine 5, c’est-à-dire celle de la quantité de PGRP-
LC internalisé, pour la condition T45min. Ce résultat, s’il est significatif, suggère que les 
extinctions de Usp8 et Rab5 bloquent la dégradation de PGRP-LC, qui s’accumule dans le 
cytoplasme. Il serait intéressant de refaire cette expérience en élargissant la cinétique 
d’internalisation. 
  








Figure 23. Effet de l’extinction de Usp8, Hrs et Rab5 sur l’internalisation de PGRP-LC. 
(a) Observation par microscopie confocale de l’internalisation de PGRP-LC en présence ou non 
du siUsp8. Le comportement des cellules transfectées et l’expression de la construction PGRP-
LC-V5 sont très hétérogènes, ce qui rend difficile d’interpréter l’effet du siUsp8. Echelle : 5 
µm (b) Pour contrer cela, j’ai quantifié l’effet des siUsp8, siHrs et siRab5 sur l’internalisation 
de PGRP-LC, grâce à la technique de cytométrie. Ces résultats sont très préliminaires car 
l’expérience n’a été réalisée qu’une seule fois. A T45min, la présence de siUsp8 et de siRab5 
semblent plutôt augmenter la fluorescence Cyanine 5, donc la quantité de PGRP-LC à 








B. Identification des USPs intervenant dans la voie IMD : l’ubiquitination 
différentielle de la protéine Imd régulent son activité et sa stabilité 
 
1. Résumé de l’article 
 
Avant mon arrivée, l’équipe avait adapté des tests luciférase en plaque 96 puits 
permettant de mesurer, en cellules S2, l’activation de la voie IMD et de la voie Toll après 
induction, respectivement, par l’ajout d’E. coli ou du ligand Spätzle (Engel, 2009, Thèse 
universitaire). Une bibliothèque d’ARN interférents (RNAi) ciblant spécifiquement chacune 
des DUBs identifiées chez la drosophile a également été construite. Ainsi, le crible RNAi a 
permis d’identifier trois USPs régulant négativement la voie IMD : USP2, USP34 et USP36 
(Fig. 1A, Engel et al.). De façon intéressante, l’extinction de chacune de ces trois USPs 
entraîne également une activation constitutive de la voie IMD (Fig. 1B, Engel et al.). 
L’équipe a préalablement montré que USP36 régule négativement la voie IMD en hydrolysant 
les chaînes d’ubiquitine K63 associées à la protéine Imd et nécessaires à son activité 
(Thevenon et al., 2009). Par ailleurs, parmi les déubiquitinases testées, seule USP34 régule 
négativement la voie Toll, en réponse à la stimulation par Spätzle ou de façon constitutive 
(Fig. 2, Engel et al.).  
 
Les résultats des tests luciférases ont été vérifiés in vivo. Pour cela, les ARNs ont été 
extraits à partir de mouches transgéniques et la technique de RT-PCR quantitative permet de 
mesurer le niveau d’expression des gènes rapporteurs de l’induction des voies IMD (gènes 
codant pour les peptides antimicrobiens attacine et diptéricine) et Toll (gène codant pour le 
peptide antifongique drosomycine). Comme obtenu en cellules S2, l’extinction de Usp34 ou 
de Usp2 dans le corps gras entraîne une sur-activation significative de la voie IMD. En outre, 
l’extinction de Usp34 dans le corps gras provoque également une induction constitutive de la 
voie Toll (Fig. 3, Engel et al.). Par des expériences de double extinction génique sur des 
mouches transgéniques, j’ai observé que la régulation négative de la voie IMD par USP2 ou 
USP34 nécessite la présence de la protéine Imd (Fig. 3, Engel et al.). La sur-activation de la 
voie Toll par l’extinction génique de Usp34 dépend de la protéine adaptatrice MyD88 in 
cellulo (Fig. 2C, Engel et al.). 
 




Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés au rôle de USP2 dans la 
régulation de la voie IMD. Dans un premier temps, nous avons observé que USP2 interagit 
avec la protéine Imd et, préférentiellement, avec le domaine N-terminal de Imd (Fig. 4A, 
Engel et al.). Par la technique de Pull-Down, nous avons observé que la moitié N-terminale de 
USP2, qui ne contient pas son domaine catalytique, retient plus fortement la protéine Imd 
(Fig. 4B, Engel et al.). Après avoir vérifié in vitro que USP2 est une déubiquitinase active, 
nous avons montré in cellulo et in vivo que l’extinction de Usp2 entraîne une augmentation de 
l’ubiquitination K48 de la protéine Imd. Réciproquement, La sur-expression de USP2, mais 
pas celle du mutant catalytique USP2mC (ou USP2C*), diminue la poly-ubiquitination K48 
de Imd, alors qu’elle n’affecte pas l’ubiquitination K63 de Imd. 
 
La poly-ubiquitination K48 cible Imd pour la dégradation protéasomale. En effet, on 
observe une accumulation conjointe des formes ubiquitinées K48, de la forme entière et de la 
forme clivée de Imd lorsque le protéasome est bloqué par MG132. De même, l’extinction de 
Usp2 s’accompagne d’une accumulation des formes poly-ubiquitinées K48, entières et clivées 
de Imd (Fig. 5 et 6, Engel et al.). Ce résultat est inattendu car comme USP2 hydrolyse les 
chaînes K48 associées à Imd, nous nous attendions plutôt à favoriser la dégradation de Imd en 
absence de cette enzyme. Au contraire, ce résultat supporte l’hypothèse que USP2 est 
impliquée dans la dégradation de la protéine Imd. En effet, Imd interagit avec la sous-unité 
26S du protéasome et cette interaction est favorisée en présence de USP2. De plus, USP2 
interagit avec la sous-unité 26S que lorsque la protéine Imd est sur-exprimée (Fig. 6, Engel et 
al.). Donc, le complexe Imd/USP2 a une plus grande affinité pour la sous-unité du protéasome 
que chacune de ces protéines seules. 
 
Par ailleurs, nous avons remarqué que l’augmentation de l’ubiquitination K48 de Imd 
due à l’inhibition de Usp2 n’est plus observée après infection par E. coli. De plus, l’infection 
entraîne également une stabilisation des formes poly-ubiquitinées K48, de la forme clivée et 
de la forme entière de la protéine Imd (Fig. 5, Engel et al.). Ces résultats supposent que, 
lorsqu’elle doit être recrutée pour la cascade de signalisation, la protéine Imd n’est plus 
ubiquitinée par des chaînes K48 et, en conséquence, qu’elle est stabilisée dans le cytoplasme. 
 
En conclusion, cette étude a identifié trois régulateurs de la voie IMD : USP2, USP34 et 
USP36, qui régulent négativement la voie de façon au moins partiellement dépendante des 
éléments de la voie IMD (protéines Imd et Relish). Par ailleurs, seule USP34 régule 




négativement la voie Toll et son activité dépend des composants de la voie Toll (MyD88, 
Dorsal/Relish). Le rôle de USP2 a plus particulièrement été étudié, dans le cadre de ma thèse. 
D’après les résultats obtenus, cette déubiquitinase semble fortement impliquée dans la 
dégradation de Imd. Nous proposons donc que USP2 permet l’envoi de la protéine Imd poly-
ubiquitinée K48 vers le protéasome et/ou assure la déubiquitination de Imd avant son entrée 
dans le protéasome. Il est probable que l’ubiquitination K48 de Imd assure sa dégradation 
permanente par le protéasome, afin d’empêcher l’activation constitutive de la voie en absence 
d’infection. En outre, nous montrons que l’infection entraîne une stabilisation des formes 
entière et clivée de Imd, et la perte des formes poly-ubiquitinées K48 de façon indépendante 
de USP2. Cela résulte vraisemblablement du blocage de l’activité de l’ubiquitine ligase E3 
catalysant l’ubiquitination K48 de Imd, qui reste à être identifiée. 
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One sentence summary: 
USP2, USP34 and USP36 regulate Drosophila NF-κΒ pathways 
 






In Drosophila, TOLL and IMD NF-κB-like signalling pathways control immune response, 
displaying strong similarities with mammalian TLRs and TNFR pathways. These immune 
signals are regulated by ubiquitination of proteins modifying either their activity or their 
stability. To investigate how ubiquitin proteases may orchestrate signal down-regulation, we 
created a RNAi library targeting ubiquitin specific proteases (USP) and ubiquitin carboxyl 
hydrolases (UCH) selected in the Drosophila genome. Screening this library in Drosophila S2 
cells identified USP2 (CG14619), USP34 (CG5794) and USP36 (Scny/CG5505) as down-
regulators of the IMD pathway, and USP34 as the only negative regulator of the TOLL 
pathway, the three enzymes being required in both stimulated and un-stimulated cells. In vivo 
gene extinction in fat body cells of either Usp2 or Usp34 confirmed their negative regulatory 
function on the IMD or TOLL pathways while we previously demonstrated that USP36 
directly prevents IMD activation by hydrolysing IMD linked K63 ubiquitin chains. We further 
showed that USP2 interacts with IMD and specifically hydrolyses IMD linked K48 ubiquitin 
chains. Silencing Usp2 not only led to the accumulation of K48-ubiquitinated IMD but also of 
full-length and cleaved IMD. We further demonstrated USP2 requirement in proteasomal 
dependent degradation of IMD in unchallenged conditions. Strikingly, infection fully 
prevented IMD K48 ubiquitination indicating a regulatory mechanism inhibiting IMD 
degradation in response to immune challenge. Our work thus identifies three ubiquitin 
proteases required in Drosophila immune response and deciphers the specific activity of 
USP2 in the down-regulation of IMD dependent signal via the control of IMD homeostasis. 
 
Key words: USP, IMD, Toll, RNA interference screen 






Conjugation of ubiquitin monomers or polymers has emerged as a key mechanism for the 
control of the activity or the stability of proteins [1]. Whereas lysine 48-linked poly-ubiquitin 
chains (K48) trigger proteasomal dependent degradation of proteins, mono-ubiquitination and 
various kinds of other poly-ubiquitin chains, including lysine 63-linked chains (K63), regulate 
the activity, conformation or the subcellular localisation of proteins [2-5]. Consequently, 
ubiquitination regulates many cellular processes such as receptor endocytosis, DNA 
transcription and repair or signal transduction [6-10]. In this context, ubiquitin proteases, 
which hydrolyse ubiquitin moieties, form a well-defined family of proteases regulating a wide 
range of cellular processes and representing promising biological targets in human therapies 
[11-14]. The Nuclear factor Kappa-B (NF-κB) - dependent signalling pathways promoting 
inflammation, cell growth and innate immune signals, are notably regulated by the 
ubiquitination of several intermediates including scaffolding molecules, such as TRAF and 
RIP1, and protein kinases complexes such as Nemo, the γ subunit of the Iκ-B Kinase (IKK) 
[3, 13, 15-17]. In addition, the nuclear translocation of NF-κB requires its dissociation from 
its inhibitor I-κB whose proteasomal degradation is induced by its phosphorylation and 
subsequent K48-linked ubiquitination [18]. Following the identification of CYLD, a growing 
number of deubiquitinases have been found to mediate transient inhibition of NF-κB 
dependent pathways raising the question of specificity and functional interrelationships 
between ubiquitin proteases [19-27]. 
In Drosophila, two conserved NF-κB-like signalling pathways TOLL and IMD contribute to a 
robust innate immunity by promoting the expression of antimicrobial peptide genes in 
epithelial cells, circulating blood cells and fat body cells in response to infections [28-30]. The 
TOLL receptor is activated by binding of the processed cytokine Spätzle (SPZ) whose 
cleavage depends on upstream extracellular proteolytic cascades initiated by circulating 
Peptidoglycan Receptors proteins (PGRPs) following the recognition of various pathogens, 
mostly fungi and Gram-positive bacteria [31]. Activated TOLL associates with adaptor 
proteins dMYD88 and Tube, resulting in the activation of the serine/threonine kinase Pelle 
leading to phosphorylation and ubiquitination of the IκB-like molecule Cactus (CACT), and 
to its subsequent degradation by the proteasome [32]. CACT degradation releases NF-κB like 
factors, DIF and/or Dorsal (DL), which translocate to the nucleus [33] and activate a set of 
antimicrobial peptides genes including Drosomycin (Drs) which encodes a potent antifungal 




peptide [31]. The IMD pathway is predominantly activated in response to infection by Gram-
negative bacteria and results in the production of another set of antibacterial peptides, 
including Diptericin (Dipt) and Attacin (AttA) [33]. This pathway is induced by the direct 
recognition of Diaminopimelic (DAP) acids, derived from bacterial peptidoglycans via the 
transmembrane receptor PGRP-LC/IRD7 which associates with the cytoplasmic scaffolding 
protein IMD [34]. IMD associated complex mediates the activation of TAK1 which activates 
Kenny (KEY), the Drosophila IKK, and the subsequent phosphorylation of the NF-κB like 
factor Relish (REL) [35]. As in mammalian cells, a set of conserved ubiquitin ligases 
regulates the Drosophila TOLL and IMD pathways [36-42]. We have previously 
demonstrated that IMD is ubiquitinated by K63-linked ubiquitin chains and that the ubiquitin 
specific protease USP36 down-regulates signal transduction by hydrolysing IMD linked K63 
chains [43]. 
Regulation of immune signals by ubiquitin-dependent mechanisms at several levels of the 
signal transduction cascade prompted us to identify other ubiquitin proteases acting in 
Drosophila immune signals. We selected twenty-one USPs and two ubiquitin carboxyl 
hydrolases (UCH) encoding genes and created a specific library of double strand interfering 
RNAs (RNAi). Screening this library in the immune competent S2 cells identified USP2, 
USP34 and USP36 as negative regulators of the IMD pathway and USP34 as a negative 
regulator of the TOLL pathway, each being required for signal down regulation both in the 
presence and in the absence of immune challenge. We further demonstrated here that Usp2 or 
Usp34 gene extinction in the fat body provoked a constitutive deregulation of the IMD 
pathway, and of the TOLL pathway in the case of Usp34, indicating that they are required in 
vivo to prevent constitutive activation of immune signalling. Biochemical and enzymatic 
assays showed that USP2 is an active deubiquitinating enzyme interacting with IMD and 
specifically promoting the hydrolysis of IMD linked K48 chains. Silencing Usp2 resulted in 
the accumulation of K48 ubiquitinated IMD as well as cleaved and full length forms of IMD, 
providing a molecular explanation for the observed activation of IMD signalling. 
Interestingly, flies infection fully prevented K48-ubiquitination of IMD allowing for its 
stabilisation. We finally showed that in un-challenged condition, USP2 is required to promote 
IMD degradation by the proteasome and that blocking the proteasome function resulted in 
similar accumulation of K48 ubiquitinated, full length, and cleaved IMD, associated with a 
constitutive activation of the IMD pathway. Our work thus identifies three ubiquitin proteases 
required in Drosophila immune response and shows the K48 specific deubiquitinating activity 









Three USPs prevent IMD pathway activation in S2 cells 
We selected twenty-one USPs and two UCHs encoding genes in the Drosophila genome 
following a blast analysis of ubiquitin protease catalytic site containing proteins 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Each of these genes possesses a close human homolog and has 
been named accordingly in this study except for those having a previous nomenclature in 
Flybase (Suppl. Table 1). A RNAi library was created in order to knock-down each of these 
ubiquitin protease encoding genes in Drosophila immune competent S2 cells [44]( Suppl. 
Table 1). Activation of the IMD pathway was achieved by adding heat-killed E. coli in the 
culture media and was monitored using the Attacin-luciferase (AttA-luc) reporter gene [45]. 
The Actin-luciferase gene (Act-luc) was used for signal normalisation. We have observed that 
silencing Usp2, Usp34 and Usp36 resulted in over-activation of the AttA promoter whereas 
silencing the other USPs or the two UCHs (Uch and Uchl-L3) encoding genes had no 
significant effect (Fig. 1A). This library was then used to screen for AttA activation in non-
infected cells. Significant constitutive activation of the AttA reporter gene identified the same 
three genes (Fig. 1B). Monitoring Usp2, Usp34 and Usp36 transcripts in RNAi treated cells 
showed effective gene silencing (Suppl. Fig. S1). Up-regulation of the IMD pathway in Usp2, 
Usp34 and Usp36 silenced cells was strictly dependent on REL function since co-silencing 
Rel with each of these 3 genes fully prevented the deregulation of the AttA promoter (Fig. 
1C). This screen thus defines USP2, USP34 and USP36 as negative regulators of 
antimicrobial peptide genes expression acting through the IMD pathway. 
 
Drosophila USP34 down regulates the TOLL pathway in S2 cells 
Activation of the TOLL pathway was induced in S2 cells through the expression of its ligand 
SPZ and was monitored by the activation of a Drs-luc reporter construct after normalization 
[46]. As described in a previous study [47], we observed that both DL and REL, but not DIF, 
were required for TOLL mediated activation of the Drs promoter in S2 cells (Suppl fig. 2). As 
expected, silencing upstream components of the TOLL pathway, dMYD88 or SPZ, prevented 




the activation of the Drs promoter (Suppl. Fig. S2). In contrast, silencing upstream 
components of the IMD pathway, PGRP-LC, Imd, TAB2 and Key did not affect the induction 
level of Drs promoter induced by SPZ, indicating that REL is the sole IMD pathway 
intermediate contributing to TOLL-mediated activation of the Drs promoter in S2 cells 
(Suppl. Fig. S2). Screening the RNAi library in SPZ expressing cells revealed that Usp34 is 
the only ubiquitin protease encoding gene whose silencing resulted in a significant 
enhancement of Drs promoter activation compared to control cells (Fig. 2A) Similarly, only 
the silencing of Usp34 induced the Drs promoter in un-stimulated cells (Fig. 2B). Activation 
of the Drs promoter in Usp34-silenced cells was strictly dependent on NF-κB function 
(REL+DL) and on the adaptor protein dMYD88 (Fig. 2C). We conclude that USP34 is the 
only ubiquitin protease detected in our screen inhibiting the TOLL pathway both in stimulated 
and un-stimulated cells.  
 
USP2 and USP34 prevent constitutive immune signalling in vivo 
To further investigate the in vivo function of USP2 and USP34, we created UAS-Usp2-IR and 
UAS-Usp34-IR transgenic lines expressing inverted repeat of cDNA sequences allowing for 
gene silencing in living flies (Suppl Fig S3 A,B). Fat body directed silencing of either Usp2 or 
Usp34 resulted in a significant Dipt and AttA activation in the absence of immune challenge 
(Fig 3A,B). Similar results were obtained with other silencing transgenes (Suppl. Fig S3 C,D). 
A significant but modest 3 fold activation of Drs was also observed in Usp34 silenced flies in 
the assayed experimental conditions (Fig 3B). Silencing Imd strongly prevented the 
constitutive activation of the pathway induced by silencing either Usp2 or Usp34 indicating 
that their activity requires IMD in vivo (Fig 3A,B). Moreover, over induction of the IMD 
pathway was observed in Usp2 silenced flies at 3 hours following septic injury and, as 
expected, this activation was fully prevented in Imd knock-down flies (Fig 3C). Over-
activation of the IMD pathway in Usp2 silenced flies was further observed at several time 
points following infection (Suppl Fig S4). Our in vivo study demonstrates that USP2 and 
USP34 are required in fat body cells to prevent the constitutive activation of the IMD pathway 
whose activity depend on the presence of IMD. Additional investigations will be performed in 
the future to further analyse in details USP34 function on Toll and IMD pathways while the 
present study focuses on USP2 function on the IMD pathway. 
 
 




USP2 interacts with IMD 
Functional analysis of USP2 suggests that its function requires IMD. By using co-
immunoprecipitation assays with tagged constructs in transfected S2 cells, we observed that 
IMD and USP2 belong to a same protein complex and that USP2 preferentially interacts with 
the N-terminal part of IMD (Fig. 4A). This was also true in GST-pull down assays using GST 
tagged full length and truncated forms of IMD expressed as recombinant proteins in bacteria 
(suppl. Fig. S5). We further map the domain of USP2 mediating the interaction with IMD by 
using two truncated forms of GST tagged USP2. GST pull down assays showed that the USP2 
Nter part retained the recombinant IMD protein to a much higher extent than the Cter part 
(Fig. 4B). These results indicate that USP2 interacts preferentially with the Nter part of IMD 
through its non-catalytic Nter domain. 
 
Drosophila USP2 is an active deubiquitinating enzyme promoting cleavage of IMD 
linked K48 ubiquitin chains 
The catalytic domain of Drosophila USP2 (USP2CD) was expressed as a recombinant protein 
in bacteria expressing the Ub-β-gal fusion protein. This induced a clear cleavage of Ub-β-gal 
substrate (Suppl Fig S6A). Moreover, the purified USP2CD hydrolysed both synthetic K48 and 
K63 tetra-ubiquitin chains in vitro (Suppl Fig S6B). Mutations of the Cys residue critical for 
catalysis at position 540 to Ser (C540S) was introduced in the USP2CD sequence and resulted 
in a total loss of hydrolysis of either Ub-β-gal fusion protein or tetra ubiquitin chains (Suppl 
Fig S6A,B). These results indicate that Drosophila USP2 protein is an active deubiquitinating 
enzyme on mono and various kinds of poly-ubiquitin substrates in vitro.  
The full length USP2 was then co-expressed with IMD in S2 cells and ubiquitinated forms of 
IMD were revealed with either K48- or K63- polyubiquitin specific antibodies following IMD 
immunoprecipitation. Whereas the level of K63 ubiquitinated IMD was not modified, the 
amount of K48 ubiquitinated IMD was strongly reduced in USP2-overexpressing cells (Fig. 
5A). Reciprocally, K48-linked ubiquitinated IMD accumulated in Usp2-silenced cells (Fig. 
5B). Moreover, K48 ubiquitinated IMD accumulated in cells treated with the proteasome 
inhibitor MG132 compared to control cells indicating that they are normally degraded by the 
proteasome (Fig.5A). Mutating the catalytic cysteine of USP2 prevented K48-ubiquitin chains 
hydrolysis in both non-treated and MG132-treated cells (Fig.5A). 
To characterize USP2 enzymatic activity in vivo, the endogenous IMD protein was 
immunoprecipitated from fly extracts and detected on Western blots with either K48- or K63- 




polyubiquitin specific antibodies. As observed in S2 cells, directed fat-body expression of 
USP2 resulted in the hydrolysis of IMD-linked K48 chains compared to control flies, while 
the amount of IMD-linked K63 chains remained unchanged (Fig. 5C). Reciprocally, K48-
linked ubiquitinated IMD accumulated in Usp2 silenced flies (Fig 5D). Therefore, we 
conclude that Drosophila USP2 is an active deubiquitinating enzyme promoting hydrolysis of 
IMD-linked K48 ubiquitin chains. 
 
Infection inhibits the linkage of K48 chains on IMD 
In order to investigate if an immune challenge would interfere with the linkage of K48 
ubiquitin chains on IMD, we immunoprecipitated the endogenous IMD protein from E. coli 
infected flies expressing or not the Usp2 silencing transgene. The amount of full length and 
cleaved IMD was enhanced in E. coli infected control flies compared to non-infected control 
flies (Fig.5D). Interestingly, K48 ubiquitination of IMD was strongly decreased in Usp2-
silenced flies following E. coli infection compared to non-infected Usp2-silenced flies (Fig. 
5D). Disappearance of K48-linked ubiquitinated IMD in the absence of the deubiquitinating 
enzyme USP2 indicates that the linkage of K48 ubiquitin chains on IMD is actively prevented 
in response to immune challenge.  
 
IMD degradation by the proteasome is controlled by USP2 and prevents inappropriate 
activation of immune signal 
K48 chains are well known to act as a tag for protein degradation by the proteasome. 
Accordingly, K48 ubiquitinated IMD accumulated in cells treated with the proteasome 
inhibitor MG132 compared to control cells (see above and Fig.5A). We further investigated 
the amount of IMD in independent experiments and observed that blocking the proteasome in 
S2 cells, in addition to K48-ubiquitinated IMD, also led to the accumulation of full length and 
cleaved IMD compared to non-treated control cells (Fig. 6A). Strikingly, silencing Usp2 
similarly provoked a strong accumulation of both cleaved and full length IMD in both non-
treated and MG132-treated cells. A similar result was obtained in vivo: fat-body directed 
silencing of Usp2 resulted in the accumulation of endogenous IMD (Fig 6B). Altogether, 
these results indicate that USP2 and the proteasome are functionally required for IMD 
turnover and degradation in non-stimulated cells. 
To further investigate the putative role of USP2 in the proteasomal degradation of IMD, we 
assayed for direct interaction of either IMD or USP2 with the proteasome. Co-




immunoprecipitation experiments showed that IMD interacts with the proteasomal subunit 
26S (Fig. 6C). This interaction was strongly enhanced in USP2 overexpressing cells (Fig. 6C). 
Moreover, while no interaction between USP2 and the proteasomal subunit 26S was detected 
in these assays, both proteins co-immunoprecipitated in the presence of overexpressed IMD 
(Fig. 6D). Therefore, the IMD/USP2 complex displays a higher affinity towards the 
proteasome than IMD or USP2 alone. Taken together, our results suggest that USP2 
contributes to IMD degradation at the proteasome level.  
To investigate whether accumulation of the IMD protein observed upon proteasome inhibition 
may functionally result in activation of the IMD pathway, we blocked proteasomal function 
by placing flies expressing  two dominant negative proteasome subunits at restrictive 
temperature (30°C) for 72 hours (daGal4> UAS-pros261ts ; UAS-prosβ21ts  flies) [48]. 
Monitoring AttA and Dipt expression by Q-PCR revealed a significant activation of the IMD 
pathway in these flies (Suppl. Fig.S7). Our results show that IMD turnover is mediated by the 
linkage of K48 chains acting as a tag for USP2 mediated proteasomal degradation of IMD, 





In this study, we designed and screened a specific RNAi library targeting Drosophila 
ubiquitin protease encoding genes to identify novel regulatory deubiquitinating enzymes of 
the Drosophila NF-κB like signalling pathways TOLL and IMD. Interestingly, only three 
USPs (USP2, USP34 and USP36) were found to be required for the negative regulation of the 
IMD pathway and only USP34 was identified in this screen to be required for the negative 
regulation of TOLL dependent signalling.  
Two out of their three human closest homologs, USP2 and USP34, were found to play 
regulatory functions in NF-κB dependent signalling in human cells. Indeed, a recent study 
defined USP34 as a crucial regulator of T-Cell Receptor (TCR) dependent lymphocytes 
activation, acting as a down-regulator of NF-κB signalling pathway [49]. In these cells, 
although its molecular target remains to be determined, USP34 seems to function downstream 
of the IKK complex, putatively on proteins regulating NF-κB activity. Similarly, in 
Drosophila, since USP34 is required for down-regulation of the two pathways TOLL and 




IMD, it is tempting to speculate that it would be active on a common downstream component, 
such as the NF-κB-like molecule REL which is required for both IMD and TOLL pathways in 
S2 cells. However, activation of the Drs promoter or the AttA promoter in Usp34-silenced 
cells was also dependent on the receptor bound proteins, dMYD88 and IMD, respectively. 
Therefore these upstream molecules may be strictly required to ensure basal activation of NF-
κB factors which could then be tightly regulated by USP34-dependent mechanisms. 
Alternatively, USP34 may act on other regulatory mechanisms required for signal 
transduction at the level of membrane receptor bound complexes.  
A few studies pointed out a regulatory function of the mammalian USP2a isoform on TNFR 
dependent activation of NF-κB pathway. First, silencing Usp2a contributes to TNFα-
dependent hepatocyte survival in mice, presumably due to an enhanced transcriptional activity 
of NF-κB [50]. Second, USP2 was described as a deubiquitinating enzyme hydrolysing K63 
ubiquitinated chains on RIP1 thus preventing NF-κB activation while promoting caspase 
mediated cell death in response to TNFα stimulation in human cells [23]. However, a third 
study described a conflicting role for USP2a whose silencing would rather prevent TNFR 
dependent activation of NF-κB target genes [51]. 
Using genetic approaches in Drosophila, we confirmed the requirement of USP2 and USP34 
in the down-regulation of immune signals in vivo, whereas the function of USP36 had been 
already described as a down-regulator of the IMD pathway, acting via the hydrolysis of IMD 
linked K63 ubiquitin chains [43]. Further investigations of Drosophila USP2 biochemical 
function showed that it interacts with the scaffolding molecule IMD and specifically 
hydrolyses IMD linked K48 ubiquitin chains, thus displaying a different ubiquitin chains 
specificity compared to USP36. While the linkage of K63 ubiquitin chains on IMD activates 
signal transduction [40, 43]; we show here that the linkage of K48 ubiquitin chains is a tag for 
IMD degradation by the proteasomal machinery. The two proteases USP36 and USP2 thus 
differentially regulate IMD dependent signalling and IMD stability, respectively. However, 
even if they target different ubiquitin chains with opposite functions on IMD activity, they 
both contribute to down-regulation of the IMD pathway. 
It was first rather surprising that while USP2 promotes the cleavage of K48 chains on IMD, 
its silencing resulted in signal over-activation. Indeed, K48 chains acting as a tag for 
degradation by the proteasome, it could have been expected that silencing Usp2, by 
preventing K48-ubiquitin chains hydrolysis, would promote IMD stabilisation and subsequent 




signal activation. In the opposite, silencing experiments revealed that USP2 plays an 
important role in IMD degradation: indeed, in Usp2-silenced cells, or in flies expressing a 
Usp2-IR silencing transgene, K48 ubiquitinated-, full length- and cleaved- IMD forms all 
accumulated indicating a clear blockage of the IMD degradation process. The simplest 
explanation for this result is that USP2 targets K48 ubiquitinated IMD to the proteasome 
and/or ensures the removal of K48 ubiquitin chains before IMD degradation by the 
proteasome machinery. Reinforcing the hypothesis of USP2 function in the proteasomal 
control of IMD degradation, we showed that IMD interacts with the 26S subunit of the 
proteasome and that this interaction is significantly enhanced in the presence of USP2.  
The observed accumulation of full length and cleaved form of IMD in Usp2 silenced flies 
probably contributes to the observed induction of IMD-dependent antimicrobial peptide genes 
expression. In accordance with this hypothesis, we showed that blocking the proteasome 
though the expression of dominant negative proteasome subunits in transgenic flies similarly 
resulted in the accumulation of all forms of IMD and in the ectopic activation of IMD 
pathway.  Therefore, it is likely that linkage of K48 ubiquitin chains on IMD ensures its 
homeostasis through a permanent turnover of the protein. Interestingly, similar constitutive 
activation of Dipt expression was previously observed in flies expressing a dominant negative 
26S proteasome subunit which also leads to REL stabilisation in un-infected flies [37]. 
Therefore, proteasomal activity likely plays an important function in immune signal down-
regulation in un-challenged conditions, acting on several components of the pathway. 
Remarkably, the accumulation of K48 ubiquitinated IMD observed in Usp2 silenced flies 
fully disappeared following an immune challenge. Since Usp2 was silenced in these flies, 
disappearance of K48 ubiquitinated IMD cannot be a consequence of USP2 deubiquitinating 
activity. Rather, we suggest that the linkage of K48 ubiquitin chains by a yet unknown E3 
ubiquitin ligase is prevented following infection (Fig. 7). In accordance with this hypothesis, 
IMD is strongly stabilised in control challenged flies compared to unchallenged flies. 
Stabilisation of IMD is in accordance with its crucial requirement in signal transduction in 
response to infection. Therefore, it is likely that stabilisation of IMD results from the 
inhibition of a K48 E3 ligase whose activity would ensure a rapid turnover of the protein in 
the absence of immune stimulation and may be blocked in response to infection (Fig. 7).  
In addition to the NF-κB pathway, a huge and increasing number of proteins and pathways 
seems to be controlled by USP2, which is also found to be deregulated in many cancers [52-




61]. Our demonstration of USP2 involvement in the proteasomal degradation of IMD suggests 
a more global function at the proteasome level than previously anticipated. It may highlight 





Cell culture and RNA silencing 
Drosophila S2 cells were maintained in Schneider's Drosophila medium supplemented with 
10% heat-inactivated FCS (Invitrogen). Gene inactivation was obtained by incubating 0,4 µg 
double strand RNA (dsRNA) for 48h at 26°C with 1,2.105 S2 cells cultured in 96-well tissue 
culture plates (adapted from [44]). DNA templates for dsRNA synthesis were generated by 
PCR using the primers specific for each target gene designed from Drosophila RNAi 
screening center databases: (http://flyrnai.org) [62] (for Uch-L3) or (http://www.dkfz.de/ 
signaling2/rnai/ernai.html) (for the 21 USPs, Uch, PGRP-LC, IMD, Tak1, Tab2, Key, Relish, 
Dorsal, Dif, Spätzle, dMyd88 and dTRAF2). Purified PCR products were used as DNA 
templates for in vitro transcription of RNAi using the MEGAscript RNAi kit (Ambion).  
 
Monitoring IMD and TOLL pathways activation in S2 cells 
To monitor IMD and TOLL pathways activation, we utilised the reporter constructs  pAttA-
luc [63] and pDrs-luc [46], respectively. We further constructed a normalisator pAc-luc which 
allowed for Dual-luciferase reporter assay (Promega). DNA transfection was performed with 
20 pg of pAct-luc normalisator and 2 ng of pAttA-luc or pDrs-luc 48h prior luciferase 
detection (ie., simultaneously with dsRNAs). To activate the IMD pathway, heat-killed E. coli 
(5.107) were added 4 hours prior dual detection of the two luciferases. The activation of the 
TOLL pathway was induced by transfection of 20 ng of pAc-Spätzle gene (simultaneously 
with other constructs) [64]. 
 
Fly strains and infections 
Flies were raised on standard culture medium at 25°C. Transgenic lines were constructed in 
the P{UAST} vector [65]. Inverted repeats of Usp2 and Usp34 were cloned in the PWIZ 
vector [66]. The following lines were obtained from VDRC: P{UAS-Imd-IR} (#9253); 




P{UAS-dUsp2-IR}(#37930) and P{UAS-dUsp34-IR} (#27517) [67]. Other stocks were 
obtained from the Drosophila Bloomington stock center. Directed expression in the fat body 
of Usp-IR transgenes was achieved by crossing Usp-IR flies with the c564Gal4 (c564) driver 
line at 25°C [68]. Flies were infected by pricking the thorax with a thin needle that had been 
previously dipped in a concentrated overnight culture of E. coli (OD600 #400). 
 
Real-time PCR analysis 
Total RNAs were extracted from adult flies using Absolutely RNA Miniprep kit from 
Statagene. For real-time PCR analysis, cDNAs were synthesized with AffinityScript QPCR 
cDNA Synthesis Kit (Stratagene). An amount of cDNA equivalent to 0,01 µg of total RNA 
was subjected to 40 cycles of PCR amplification consisting of a 10 s incubation at 95°C and 
30s at 60°C. Output was monitored using SYBR Green core reagents and the Mx3000P 
instrument (Stratagene). All the results were normalized to the rpl32 RNA level. The primer 
sequences were designed using PrimerQuest. (http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/ 
Primerquest/) 
 
In vitro deubiquitinating assays 
Mutation in the USP2 (USP2C540S) was introduced using QuickChange XL Site-directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene). Wild type or mutated catalytic domains of USP2{AA 475 to 
856} were expressed as GST-fusion proteins in transformed E. coli BL21 PlysS. To assess 
proteolytic cleavage of ubiquitin, GST-fusion proteins were coexpressed with Ub-β-gal fusion 
protein for 4 hours at 28°C in transformed E. coli XL1 Blue. Bacteria were lysed in 100µL 
Laemmli solution. Samples were subjected to SDS-PAGE (6% gel) and western blotting with 
a rabbit anti β-Gal antibody (ROCKLAND). To assess proteolytic cleavage of ubiquitin 
tetramers, GST-fusion proteins were induced for 1 hour at 25°C and purified on Gluthatione 
Sepharose 4B (Amersham Bioscience) from E. coli lysates prepared in 2 ml of Triton buffer 
(150 mM NaCl, 40 mM Tris pH 7.4, 0.6% Triton x 100, 4 mM EDTA, 4 mM EGTA, 2 mM 
DTT, protease inhibitor cocktail SIGMA, 1 mg/ml Lysozyme). One µg of fusion proteins 
fixed on sepharose 4B was incubated with either K48-or K63-linked polyubiquitin substrates 
(Boston Biochem, Inc) in 20 µL of Phosphate buffer saline containing 5 mM MgCl2, 2 mM 
DTT for 18 hours at 37° with agitation. Samples were subjected to SDS–PAGE (11% gel) and 




western blotting with a rabbit anti Ubiquitin-protein conjugates antibody (BIOMOL 
International) 
 
Immunoprecipitation and immunoblotting 
Co-immunoprocipitation were performed following standard procedures in S2 cotransfected 
cells with 10 µg of Myc tagged full length dUsp2 construct in pAc/HisB vector (Invitrogen) 
(dUSP2-Myc) and 10 µg of V5-tagged IMD full length [34]. Pull Down assay were 
performed in S2 cells transfected with the IMD-V5 construct and lysed after 48h. The lysate 
was employed in a GST-USP2 full length, or N-terminal domain {AA 1 to 531} or C-terminal 
domain {AA 475 to 856} pull down assays. Pull downs were blotted with antibody against V5 
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Figure 1: USP2, USP34 and USP36 negatively regulate the IMD pathway 
Drosophila S2 cells were co-transfected with pAttA-luc reporter gene and pAc-luc 
normalisator to measure the activation of the IMD pathway in the presence of heat-killed E. 
coli (A, C) or in the absence of elicitor (B). NI: not infected control (A,C). Sequence specific 
long dsRNAs were added into the media to silence indicated target genes (indicated 
siGeneName). Histograms represent the % of induction compared to siGFP treated control 
cells. A. Compared to control cells, siRel prevents the AttA-luc induction by E. coli while 
siUsp36, siUsp2 or siUsp34 results in a significant over-activation of AttA-luc. B. Cells 
treated with siUsp36, siUsp2 and siUsp34 present a constitutive activation of AttA-luc in the 
absence of immune challenge. C. Silencing Rel prevents the effect of silencing Usp36, Usp2 
and Usp34 as observed in double siRNAs treated cells. One out of three independent 
experiments is shown. Error bars indicate standard deviation of technical triplicates. 
 
Figure 2: USP34 is a negative regulator of the Toll pathway 
S2 cells were co-transfected with pDrs-luc reporter gene and pAc-luc normalisator to measure 
the activation of the TOLL pathway in the presence of pAc-Spz (A, C) or in the absence of 
elicitor (B). NI: not induced control (A,C). Sequence specific long dsRNAs were added into 
the media to silence the indicated target gene (indicated siGeneName). Histograms represent 
the % of induction compared to siGFP treated control cells (100%) A. Silencing Usp34 in the 
presence of pAc-Spz results in over-activation of Drs-luc. B. Cells treated with siUsp34 in 
absence of elicitor present constitutive activation of Drs-luc. D. Silencing either (Rel+Dorsal) 
or Myd88 prevents the constitutive activation of Drs-luc induced by silencing Usp34. One 
representative experiment out of three is shown. Error bars indicate standard deviation 
between technical triplicates. 
 
Figure 3: USP2 and USP34 prevent constitutive activation of immune signalling in vivo 
Quantitative analysis of Dipt, AttA and Drs mRNAs by real-time Quantitative PCR. A,B : 
histograms present the fold activation of each indicated antimicrobial peptide gene compared 
to c564Gal4/+ control flies raised in similar conditions. A. Dipt and AttA expression level in 
either c564/Usp2-IR (c564>Usp2-IR) or c564/Usp2-IR;Imd-IR/+ (c564>Usp2-IR;Imd-IR) 
silenced flies compared to control flies (c564/+). B. Dipt AttA and Drs expression levels in 




either c564/Usp34-IR (c564>Usp34-IR) or c564/Usp34-IR;Imd-IR/+ (c564>Usp34-IR;Imd-
IR) silenced flies compared to control flies (c564/+). C. Activation of each indicated 
antimicrobial peptide gene at 3 hours post E. coli infection expressed as a % of activity 
compared to infected c564Gal4/+ flies. 
 
Figure 4: USP2 interacts with IMD 
A. Drosophila S2 cells were cotransfected with the expression constructs encoding USP2-
Myc and either IMD-V5, or IMD-Nter-V5 or IMD-Cter-V5. Cells lysates were 
coimmunoprecipitated with either anti-V5 or anti-Myc antibodies and analysed by western 
blot with either anti-Myc or anti-V5 antibodies as indicated. Presence of recombinant proteins 
in the whole cell lysate was assessed by western blot of cell extracts with anti-Myc or anti-V5 
antibodies. B. S2 cells were transfected with the expression construct encoding IMD-V5 and 
lysed after 48 h. Cells lysates were precleared and subjected to GST pull down assays using 
GST fusion proteins with either the dUSP2{1-531} N-Terminal part (dUSP2Nter) or the 
dUSP2{475-856} C-terminal part (dUSP2Cter) or with GST alone (GST). Gel was coloured 
with Coomassie to visualize GST-fusion proteins in the input (bottom part).  
 
Figure 5 USP2 hydrolyses IMD linked K48 ubiquitin chains 
A. Drosophila S2 cells were cotransfected with the expression constructs encoding IMD-V5 
and either wild type USP2 (pAc-Usp2) or catalytically inactive mutant USP2C540S (pAc-
Usp2C*). IMD was immunoprecipitated with anti-V5 antibodies and IMD ubiquitinated 
forms were detected by western blot with antibodies specific for either K63- or K48-linked 
ubiquitin chains as indicated. Presence of IMD in the whole cell lysate was assessed by 
western blot of cell extracts with anti-V5 antibodies. Anti-tubulin antibodies served as loading 
control. B. Same experiments as in A in the presence or not of dsRNA silencing Usp2 gene 
expression (siUsp2). C. Endogenous IMD was immunoprecipitated with antibodies raised 
against IMD from extracts of c564/+ control, c564/P{UAS-USP2} (indicated c564>Usp2) or 
c564/P{UAS-USP2C*} (indicated c564>Usp2*) flies. Ubiquitinated forms of IMD were 
detected by western blot with antibodies specific for either K48- or K63- linked ubiquitin 
chains. The amount of endogenous IMD proteins was detected in total fly extracts with IMD 
antibodies. Anti-tubulin antibodies served as loading control on total fly extracts. D. 
Endogenous IMD was immunoprecipitated with antibodies raised against IMD from extracts 
of c564/+ control or c564/P{UAS-Usp2-IR} (indicated c564>Usp2-IR) flies, which were 




infected or not by E. coli. Ubiquitinated forms of IMD were detected by western blot with 
antibodies specific for K48-linked ubiquitin chains. The amount of endogenous IMD proteins 
was detected in total fly extracts with IMD antibodies. Anti-tubulin antibodies served as 
loading control on total fly extracts. 
 
Figure 6 IMD proteasomal degradation requires USP2 
A. Drosophila S2 cells were transfected by the expression constructs encoding IMD-V5 and 
treated by the dsRNA silencing Usp2 gene expression (siUsp2) or a dsRNA control. Cells 
were incubated or not with MG132 at 20 µM or cycloheximide at 8 mg/ml for 4 hours. The 
amount of IMD in lysates was revealed with anti-V5 antibodies. Anti-tubulin antibodies 
served as loading control on whole cells extracts. B. Endogenous IMD was revealed with 
antibodies raised against IMD from extracts of c564/+ control or c564/P{UAS-Usp2-IR} 
(indicated c564>Usp2-IR) flies. Anti-tubulin antibodies served as loading control on total fly 
extracts. C. Drosophila S2 cells were cotransfected with the expression constructs encoding 
IMD-V5 and either USP2 expressing construct (pAc-Usp2) or a control plasmid. IMD was 
immunoprecipitated with anti-V5 antibodies and endogenous 26S proteasome subunit was 
detected. Cells lysates were revealed with anti-V5 and anti-26S antibodies. D. Drosophila S2 
cells were cotransfected with the expression construct encoding USP2-Myc and either IMD 
expressing construct (pAc-IMD) or a control plasmid. USP2 was immunoprecipitated with 
anti-Myc antibodies and endogenous 26S proteasome subunit was detected. Cells lysates were 
revealed with anti-Myc and anti-26S antibodies. 
 
Figure 7 USP2 and USP36 differentially control IMD ubiquitination and signalling 
IMD is subjected to a permanent turnover via the linkage of K48 ubiquitin chains and 
subsequent proteasomal degradation preventing IMD accumulation and signal activation. This 
pathway is promoted by a yet unknown E3 ubiquitine ligase and the deubiquitinating enzyme 
USP2 which is required for IMD degradation. In response to an immune challenge, the 
activity of the E3 ligase would be prevented resulting in the observed IMD stabilisation and 
accumulation allowing for immune signal transduction and activation. As previously shown, 
USP36 deubiquitinates IMD linked K63 chains thus preventing signal transduction and 
eventually promoting ubiquitin chain editing through the replacement of activating K63 
chains by K48 degradative chains [43]. 
 




Legends to Supplemental Figures 
Supplemental Table 1: Ubiquitin proteases screened on IMD and TOLL pathways 
All primers were designed from (http://www.dkfz.de/signaling2/rnai/ernai.html) except for 
*UCH-L3 designed from DRSC (http://flyrnai.org) [62]. 
 
Supplemental Figure S1: dUSP2, dUSP34 and dUSP36 are inactivated by dsRNA in S2 
cells 
Quantitative analysis of Usp36, Usp2 and Usp34 mRNAs by real-time Quantitative PCR in 
S2 cells incubated 48 hours with double stranded RNA targeting Usp36, Usp2 or Usp34 
(indicated as siUsp36, siUsp34 and siUsp2). 
 
Supplemental Figure S2: DL and Rel but not Dif mediate activation of Drs promoter in 
S2 cells 
S2 cells were co-transfected with pDrs-luc reporter gene and pAc-luc normalisator to measure 
the activation of the TOLL pathway in the presence of pAc-Spz (A, B, D) or in the absence of 
elicitor (B). NI: not induced control (A,C,D). Sequence specific long dsRNAs were added into 
the media to silence the indicated target gene (indicated siGeneName). Histograms represent 
the % of induction normalised in siGFP treated control cells (100%). Compared to cells 
treated with siGFP, silencing Dif did not prevent Drs-luc induction by pAc-Spz whereas 
silencing other components of the TOLL pathway: Dorsal (Dl), Myd88 or Spz inhibited the 
induction of the TOLL pathway. Silencing upstream components of the IMD pathway (Key, 
dTAK1, dTAB2, Imd or PGRP-LC) had no effect on the induction of Drs-luc, except in the 
case of the NF-κB-like factor Rel demonstrating that REL is necessary for activation of the 
TOLL pathway by SPZ in S2 cells. 
 
Supplemental Figure S3 : Second RNAi lines shows immune signal deregulation 
Quantitative analysis of Dipt, Usp2 and Usp34 mRNAs by real-time Quantitative PCR. 
Histograms present the fold activation of each indicated antimicrobial peptide gene compared 
to control flies raised in similar conditions. A. Usp2 expression level in HS>Usp2-IR (5M) 
and in HS>shCG14619 ID37390 compared to control flies (HS/+). B. Usp34 expression level 
in NP1>Usp34-IR (1M) and in NP1>shCG5794 ID27517 compared to control flies (NP1/+). 
Dipt expression level in c564>shCG14619 ID37390 (C) and c564>shCG5794 ID27517 (D) 
compared to control flies (c564/+). 




Supplemental Figure S4: Silencing USP2 induces overactivation of the IMD pathway at 
several time points following infection 
Quantitative analysis of Dipt and Atta mRNAs by real-time Quantitative PCR. Histograms the 
% of induction of each indicated antimicrobial peptide gene compared to control flies raised 
in similar conditions and 3 hours post-infection. Dipt and Atta expression level in c564>Usp2-
IR compared to control flies (c564/+). 
 
Supplemental Figure S5 : USP2 preferentially interacts with IMD Nter part 
Drosophila S2 cells were cotransfected with the expression constructs encoding USP2-Myc 
and lysed after 48 h. Cells lysates were precleared and subjected to GST pull down assays 
using GST fusion proteins with the full length IMD, the IMD N-Terminal part or the IMD C-
Terminal part. USP2-Myc was detected by western blot with anti-Myc antibodies. 
 
Supplemental Figure S6: Drosophila USP2 is an active ubiquitin protease in vitro 
A. GST-fusion proteins were coexpressed with Ub-β-gal fusion protein for 4 hours at 28°C in 
transformed E. coli XL1 Blue. Substrate cleavage was analysed by western blotting with anti-
βgal antibodies. Wild type or mutated catalytic domain of USP2 and wild type catalytic 
domain USP34{1933-2459} were expressed as GST-fusion proteins and purified from 
transformed E. coli BL21 PlysS. B,C. Purified proteins were incubated with K48- or K63-
linked tetra ubiquitin chains. Substrate cleavage was analysed by western blotting with anti-
Ub antibodies. A. Proteolysis of Ub-βgal results in a shift to a lower weight band. B. 
Proteolysis of either K48- or K63-linked tetra ubiquitin chains results in the accumulation of 
ubiquitin monomers. Mutating the catalytic conserved residue Cys to Ser (C540S) in the 
dUSP2 sequence (indicated dUSP2C*) prevented ubiquitin hydrolysis (A,B,C). 
 
Supplemental Figure S7 Blocking the proteasome induces the IMD pathway 
Quantitative analysis of Dipt and AttA mRNAs by real-time Quantitative PCR. Histograms 
present the fold activation of each indicated antimicrobial peptide gene compared to 
c564Gal4/+ control flies raised in similar conditions. Dipt and AttA expression level in 
c564>Pros26[1]; Prosbeta[1] flies compared to control flies (c564/+). 
  






Figure 1. USP2, USP34 and USP36 negatively regulate the IMD pathway 
(Engel et al.) 







Figure 2. USP34 is a negative regulator of the Toll pathway (Engel et al.) 
  










Figure 3. USP2 and USP34 prevent constitutive activation of immune signalling in vivo 
(Engel et al.) 
  












Figure 4. USP2 interacts with IMD (Engel et al.) 
  











Figure 5 A-B. USP2 hydrolyses IMD linked K48 ubiquitin chains 
(Engel et al.) 
  











Figure 5 C-D. USP2 hydrolyses IMD linked K48 ubiquitin chains (Engel et al.) 
  










Figure 6. IMD proteasomal degradation requires USP2 (Engel et al.) 
  











Figure 7. USP2 and USP36 differentially control IMD ubiquitination and signalling 
(Engel et al.) 
  







Supplemental Table 1. Ubiquitin proteases screened on IMD and TOLL pathways 
(Engel et al.) 
 
 






Supplemental Figure S1. dUSP2, dUSP34 and dUSP36 are inactivated 









Supplemental Figure S2. DL and Rel but not Dif mediate activation 
of Drs promoter in S2 cells (Engel et al.) 
  














Supplemental Figure S3. Second RNAi lines shows immune signal deregulation 
(Engel et al.) 
  














Supplemental Figure S4. Silencing USP2 induces overactivation of the IMD pathway at 
several time points following infection (Engel et al.) 
  







Supplemental Figure S5. USP2 preferentially interacts with IMD Nter part 






Supplemental Figure S6. Drosophila USP2 is an active ubiquitin protease in vitro 
(Engel et al.) 














Supplemental Figure S7. Blocking the proteasome induces the IMD pathway 
(Engel et al.) 
 




C. USP2 hydrolyse les chaînes de poly-ubiquitine K48 de PGRP-LC 
 
1. Effet de l’extinction de Usp2, Usp34 et Usp36 sur l’ubiquitination de PGRP-LC 
 
Le crible RNAi a identifié trois USPs régulant négativement la voie IMD : USP2, 
USP34 et USP36 (Engel et al.). C’est pourquoi, j’ai testé l’effet de l’extinction de chacune de 
ces trois USPs sur l’ubiquitination totale de PGRP-LC et, plus spécifiquement, sur sa poly-
ubiquitination K48 (Fig. 24). Ainsi, j’ai observé que seule l’extinction de Usp2 entraîne une 
augmentation des formes ubiquitinées de PGRP-LC, et, en particulier, des formes poly-
ubiquitinées K48. Ce résultat suggère donc que USP2 agit sur les formes poly-ubiquitinées 
K48 de PGRP-LC. Nous avons déjà observé que USP2 agit spécifiquement sur la poly-
ubiquitination K48, et non sur les K63, dans le cas de la protéine Imd. Ainsi, USP2 semble 
avoir une spécificité pour les chaînes de type K48 in vivo, bien qu’elle hydrolyse aussi bien 
les chaînes K48 et K63 in vitro (Engel et al.). 
  






Figure 24. Effet de l’extinction de Usp2, Usp34 et Usp36 sur l’ubiquitination de PGRP-
LC. Parmi les trois USPs candidates testées, seule l’extinction de Usp2 entraîne une 
augmentation de l’ubiquitination de PGRP-LC. Cette augmentation est plus forte quand la 
membrane a été hybridée avec des anticorps spécifiques des chaînes de poly-ubiquitine K48, ce 
qui suggère que USP2 agit plutôt sur l’ubiquitination K48 du récepteur. 
  




2. L’activité déubiquitinase de USP2 est nécessaire à l’hydrolyse des chaînes K48 
de PGRP-LC 
 
Pour mieux décrire le rôle de USP2 sur l’ubiquitination K48 de PGRP-LC, j’ai 
également testé la sur-expression de USP2 et du mutant catalytique USP2mC sur cette 
ubiquitination (Fig. 25). Dans un premier temps, l’augmentation de l’ubiquitination K48 de 
PGRP-LC en présence du siUsp2 a été nettement confirmée. De plus, la sur-expression de 
USP2 diminue l’ubiquitination K48 associée à PGRP-LC, alors que le mutant catalytique 
USP2mC a plutôt un effet dominant négatif puisqu’il entraîne même par une augmentation de 
l’intensité du «smear» d’ubiquitination K48 comparé à celui des cellules transfectées par 
PGRP-LC-V5 seul. Donc, USP2 favorise, de façon dépendante de son activité catalytique, 
l’hydrolyse les chaînes K48 présentes sur PGRP-LC. L’hypothèse la plus plausible est que 
USP2 enlève directement ces chaînes d’ubiquitine sur le récepteur. Contrairement à la 
protéine Imd, la poly-ubiquitination K48 de PGRP-LC ne cible pas le récepteur pour la 
dégradation protéasomale, puisque ni la forme entière ni celles ubiquitinées K48 sont 
stabilisées en présence de MG132 (Fig. 21). En conséquence, nous supposons que la 
déubiquitination des chaînes K48 de PGRP-LC par USP2 contribue au trafic intracellulaire de 
PGRP-LC, soit vers la dégradation lysosomale, soit vers le recyclage membranaire, qui n’a 
cependant pas encore été mis en évidence. 
  







Figure 25. USP2 diminue la poly-ubiquitination K48 de PGRP-LC, de façon dépendante 
de son activité catalytique. L’extinction de Usp2 augmente la poly-ubiquitination K48 de 
PGRP-LC, alors que la sur-expression de USP2 diminue cette ubiquitination. En revanche, la 
sur-expression du mutant catalytique ne diminue pas l’ubiquitination K48 de PGRP-LC, mais, 
au contraire, elle est augmentée comparée aux cellules n’exprimant que PGRP-LC-V5. Cela 








3. USP2 et PGRP-LC font partie d’un même complexe 
 
Les résultats précédents indiquent que USP2 déubiquitine les chaînes K48 de PGRP-LC 
et, par ailleurs, nous savons que USP2 agit également sur Imd. Nous avons alors testé 
l’interaction de USP2 avec PGRP-LC (Fig. 26). Pour cela, des expériences de co-
immunoprécipitation ont été menées à partir de cellules transfectées par USP2-Myc et un 
vecteur sur-exprimant Imd ou PGRP-LC LC avec une étiquette V5. Les protéines Imd-V5 et 
PGRP-LC-V5 co-immunoprécipitent toutes les deux la déubiquitinase USP2 (IP αV5-WB 
αMyc) et, réciproquement, l’immunoprécipitation de USP2-Myc emporte également les 
protéines Imd et PGRP-LC (IP αMyc-WB αV5). Donc, USP2 interagit, directement ou via un 






4. La spécificité de la déubiquitinase USP2 
 
Les effets de USP2 sur le récepteur membranaire PGRP-LC rappellent fortement ceux 
obtenus pour la protéine adaptatrice Imd (Engel et al.). De plus, nous avons observé que 
USP2 interagit avec au moins deux éléments de la voie IMD (Imd et PGRP-LC). Ces résultats 
soulèvent la question de la spécificité de USP2 et pourraient être cohérents avec un rôle 
beaucoup plus général de USP2. C’est pourquoi, j’ai regardé l’effet de l’extinction de Usp2 
sur la totalité des protéines poly-ubiquitinées par des chaînes K48 dans les lysats cellulaires 
(Fig. 27). Dans les cellules traitées ou non au MG132, l’extinction de cette déubiquitinase n’a 
Figure 26. USP2 interagit, directement ou à 
travers un complexe, avec les protéines Imd 
et PGRP-LC. Les cellules S2 ont été 
transfectées par une construction USP2-Myc et 
deux éléments de la voie IMD fusionnés avec 
une étiquette V5. L’immunoprécipitation de 
Imd ou de PGRP-LC entraîne USP2. 
Réciproquement, l’immunoprécipiation de 
USP2 précipite aussi Imd et PGRP-LC. Ces 
résultats prouvent que USP2 interagit avec Imd 
et PGRP-LC. (Résultats de D. Thevenon) 




pas d’effet visible sur la totalité des protéines ubiquitinées K48. Ce même résultat a été 
observé en révélant avec un anticorps qui reconnaît toutes les protéines ubiquitinées (αUb 
FK2) (résultat non montré). Donc, USP2 ne semble pas avoir un rôle général, mais semble 





Figure 27. Effet de USP2 sur la totalité des protéines poly-ubiquitinées par des chaînes 
K48. En présence ou non de MG132, l’extinction de Usp2 n’entraîne pas d’accumulation de la 
totalité des protéines ubiquitinées K48, comme cela a été observé pour les protéines Imd et 
PGRP-LC. Donc, USP2 n’est pas impliquée dans la déubiquitination générale des protéines 
poly-ubiquitinées par des chaînes K48. 
 
 
5. Effet de l’extinction de Usp2 sur l’internalisation de PGRP-LC 
 
Puisque USP2 régule l’ubiquitination du récepteur PGRP-LC qui agit comme un signal 
d’internalisation (Viargues et al.), j’ai examiné l’effet de l’extinction de Usp2 sur 
l’internalisation de PGRP-LC. Dans un premier temps, le protocole d’immunofluorescence 
mis au point a été utilisé pour suivre l’internalisation de PGRP-LC-V5, en présence ou non de 
siUsp2 (Fig. 28a). Ainsi, il a été observé que le traitement par siUsp2 semble augmenter un 




peu la quantité de PGRP-LC internalisé, après avoir permis le processus endocytaire pendant 
15 minutes à 25°C. Mais, à cause de l’hétérogénéité de la transfection des cellules S2, il est 
toujours très difficile de conclure sur l’effet d’un RNAi. C’est pourquoi, j’ai mesuré par 
cytométrie l’internalisation de PGRP-LC, avec ou sans siUsp2 (Fig. 28b). Ce résultat est très 
préliminaire car l’expérience n’a été menée qu’une seule fois (d’où l’absence de barres 
d’erreurs) et les écarts observés sont assez faibles. En revanche, la fluorescence Cyanine 5 est 
moyennée sur un grand nombre de cellules (10000 cellules) correspondant à nos critères de 
sélection (fluorescence Alexa 488 comprise entre 102 et103, c’est-à-dire l’ensemble des 
cellules transfectées exprimant «de façon raisonnable» la construction PGRP-LC-V5). Ainsi, 
à partir de T30min, la présence du siUsp2 augmente la quantité de PGRP-LC dans le 
cytoplasme. Ce résultat suggère que USP2 ralentit ou inhibe l’internalisation du récepteur 
membranaire ou bien, au contraire favorise son recrutement dans la voie des MVBs ou son 
possible recyclage à la membrane. Sous cette dernière hypothèse, l’augmentation de la 
quantité de PGRP-LC internalisé reflèterait une accumulation de PGRP-LC dans le 
cytoplasme. Une récente étude a montré que, dans les cellules humaines HeLa, l’isoforme 
USP2a localise au niveau des endosomes précoces et s’associe à l’EGFR, pour maintenir 
l’activation de la signalisation en aval d’EGFR (Liu et al., 2012). De plus, l’extinction de 
Usp2a entraîne une diminution de la quantité de l’EGFR à la membrane et la colocalisation de 
l’EGFR avec la protéine Rab11, présente dans les endosomes de recyclage, est augmentée par 
la sur-expression de USP2a. Donc, les auteurs proposent que USP2a déubiquitine EGFR au 
niveau des endosomes précoces pour favoriser son recyclage à la membrane plasmique, au 
détriment de son incorporation dans la voie endosomale aboutissant à la dégradation 
lysosomale. En revanche, dans cet article, les auteurs ne précisent pas quel type 
d’ubiquitination de EGFR est concernée par l’activité enzymatique de USP2, bien qu’ils 
montrent que USP2 hydrolyse aussi bien les chaines K63 et K48 in vitro. Or, même s’il est 
principalement modifié par des chaînes de poly-ubiquitine K63, EGFR est aussi poly-
ubiquitiné par des chaînes K11, K48 et K29, ainsi que par la multi-ubiquitination (Huang et 
al., 2006). Par analogie, nous pouvons spéculer que PGRP-LC poly-ubiquitiné par des chaînes 














Figure 28. Effet de l’extinction de Usp2 sur l’internalisation de PGRP-LC. (a) 
L’observation au microscope confocal suggère que la présence du siUsp2 augmente la 
quantité de PGRP-LC cytoplasmique, au temps T15min. Malheureusement, du fait de 
l’hétérogénéité des cellules transfectées, il est difficile de tirer des conclusions avec certitude. 
Echelle : 5 µm (b) Les résultats préliminaires de cytométrie présentés ici confirment que 









Par ailleurs, comme pour USP8, l’immunofluorescence de PGRP-LC a été effectuée en 
présence ou non du siUsp2 et, dans laquelle la totalité des protéines ubiquitinées a également 
été marquée (Fig. 29). Contrairement au siUsp8 qui provoque une accumulation de protéines 
ubiquitinées dans des structures particulières (Supp. Fig. 2, Viargues et al.), l’extinction de 
Usp2 n’entraîne pas d’accumulation significative des protéines ubiquitinées dans le 
cytoplasme des cellules S2. Ce résultat confirme celui du western blot où il a été observé que 
la poly-ubiquitination K48 totale dans les lysats cellulaires n’était pas augmentée par le 
siUsp2 (Fig. 27). Donc, USP2 n’agit pas sur la totalité des protéines ubiquitinées et ne semble 
pas être impliqué dans des processus essentiels à la physiologie cellulaire, comme par 
exemple déubiquitiner les protéines poly-ubiquitinées K48 avant leur entrée dans le 
protéasome. USP2 déubiquitinerait plutôt un ensemble de substrats, comme les composants de 




Figure 29. L’extinction de Usp2 n’entraîne pas d’accumulation significative des 
protéines ubiquitinées dans le cytoplasme. L’internalisation de PGRP-LC a été suivie grâce 
au protocole d’immunofluorescence adapté et, par la même occasion, la totalité des protéines 
ubiquitinées dans la cellule a été marquée après la fixation et la perméabilisation des cellules. 
L’extinction de Usp2, contrairement à celle de Usp8, ne conduit pas à une accumulation de 
protéines ubiquitinées, ce qui est cohérent avec un rôle relativement spécifique de USP2 sur 
























Le système immunitaire permet aux organismes de se défendre contre des agents 
pathogènes. La réponse immunitaire innée constitue la première ligne de défense contre les 
micro-organismes ; elle est activée par la reconnaissance de motifs du «non-soi» (PAMPs) par 
les récepteurs PRRs. Les PRRs vont induire des cascades de signalisation, parmi lesquelles les 
voies de type NF-κB contrôlent l’expression de gènes de la réponse immunitaires (e.g. 
cytokines pro-inflammatoires, peptides antimicrobiens, gènes de prolifération cellulaire…). 
Ces voies sont finement régulées, afin de permettre leur activation rapide en réponse à 
l’infection, puis le retour et le maintien de l’équilibre basal. Les modifications post-
traductionnelles, comme l’ubiquitination, sont impliquées dans la régulation des voies de 
signalisation NF-κB, puisqu’elles permettent de réguler l’activité, la stabilité et la localisation 
subcellulaire des protéines. Nous avons décrypté certains mécanismes de régulation des voies 
NF-κB dépendant de l’ubiquitination, chez la drosophile. 
 
Les travaux de l’équipe ont permis d’identifier trois USPs régulant négativement la voie 
IMD de la drosophile (USP2, USP34 et USP36) et une USP, USP34, régulant négativement la 
voie Toll (Engel et al.). Au cours de ma thèse, j’ai participé à la caractérisation de l’activité de 
USP2 sur la protéine Imd. 
 
Nous avons observé que la protéine Imd est poly-ubiquitinée par des chaînes K48 qui la 
cible vers la dégradation protéasomale. USP2 favorise cette dégradation protéasomale de la 
protéine Imd. Notre hypothèse est que USP2 permet son envoi vers le protéasome et/ou 
favorise sa déubiquitination avant son entrée dans le protéasome. De façon intéressante, 
l’infection entraîne une perte des formes poly-ubiquitinées K48 de Imd (de façon 
indépendante de USP2) et stabilise la forme entière et la forme clivée de Imd, suggérant que 
la dégradation de Imd est bloquée pour permettre la signalisation. L’équipe avait 
précédemment montré que la protéine Imd est poly-ubiquitinée par des chaînes K63, 
nécessaires pour la transduction du signal, et que la déubiquitinase USP36 hydrolyse ces 
chaînes K63 (Thevenon et al., 2009). Donc, les deux protéases USP2 et USP36 régulent 
différentiellement la stabilité et l’activité de Imd, mais toutes les deux contribuent à la 
régulation négative de la voie IMD. 
 
Afin de rechercher d’autres niveaux de régulation par l’ubiquitine, une stratégie possible 
est d’identifier quels éléments de la voie IMD sont ubiquitinés. Dans cette optique, j’ai 
observé que le récepteur immunitaire PGRP-LC était ubiquitiné. J’ai démontré l’existence de 




chaînes K48 associées à PGRP-LC, ce qui n’exclut pas la poly-ubiquitination par d’autres 
types de chaînes ou la multi-ubiquitination. En outre, PGRP-LC est constitutivement dégradé 
par un mécanisme endocytaire, indépendamment du protéasome. La stimulation de la voie 
IMD par des PGN favorise l’endocytose et la dégradation de PGRP-LC. Par ailleurs, 
l’extinction de Usp8 et des gènes codant pour les protéines endocytaires Hrs et Rab5 
entraînent une accumulation des formes ubiquitinées de PGRP-LC et, plus spécifiquement, 
des formes poly-ubiquitinées par des chaînes K48. Nous pensons que cette accumulation est 
due au blocage de la dégradation lysosomale, ce qui suppose que les formes ubiquitinées de 
PGRP-LC sont spécifiquement recrutées vers la voie endosomale. 
 
Comme observé pour la protéine Imd, la déubiquitinase USP2 favorise l’hydrolyse des 
chaînes de poly-ubiquitine K48 de PGRP-LC. En outre, USP2 interagit avec au moins deux 
membres de la voie IMD : PGRP-LC et Imd, directement ou au sein d’un complexe protéique. 
Pour autant, un rôle général sur la totalité des protéines ubiquitinées par des chaînes K48 a été 
exclu car l’extinction de Usp2 ne modifie pas significativement le profil de l’ensemble des 
protéines ubiquitinées par ce type de chaîne dans la cellule. 
 
Par la suite, j’ai développé un protocole d’immunofluorescence pour suivre 
l’internalisation des récepteurs PGRP-LC depuis la membrane plasmique vers le cytoplasme, 
par observation au microscope confocal. Grâce à cette technique, j’ai mis en évidence 
l’internalisation de PGRP-LC. Ensuite, j’ai remarqué que la stimulation par des PGN 
entraînait une réorganisation immédiate des récepteurs PGRP-LC sous la forme d’une 
structure en «collier de perles», reflétant probablement l’oligomérisation de PGRP-LC, et 
favorise l’internalisation de PGRP-LC. Comme l’observation par microscopie confocale n’a 
pas permis de conclure de façon quantitative sur l’effet d’ARNs interférents ciblant Usp2, 
Usp8 ou des gènes codant pour des protéines endocytaires, le protocole a ensuite été adapté à 
l’analyse quantitative par cytométrie. Des expériences préliminaires suggèrent que 
l’extinction de Usp8, Usp2 ou Rab5 entraîne une accumulation de PGRP-LC dans le 
cytoplasme. Nous supposons que cette accumulation résulte d’un blocage de la voie 
endosomale conduisant aux lysosomes, ou, alternativement, dans le cas de USP2 et USP8, il 
est possible que ce soit le recyclage de PGRP-LC à la membrane qui soit bloqué. 
 
 




A. Discussion et Perspectives 
 
1. L’ubiquitination de PGRP-LC 
 
J’ai montré que le récepteur immunitaire PGRP-LC est ubiquitiné, au moins en partie 
par des chaînes K48, et dégradé par la voie lysosomale. A l’heure d’aujourd’hui, ce sont 
plutôt la multi-ubiquitination et la poly-ubiquitination K63 qui sont décrits comme des 
signaux d’endocytose. Plus récemment, il a été montré que la poly-ubiquitination K29 du 
récepteur Notch entraînait sa dégradation constitutive par les lysosomes (Chastagner et al., 
2008). De plus, plusieurs exemples de récepteurs poly-ubiquitinés K48 existent dans la 
littérature. Par exemple, le récepteur Smo est à la fois multi-ubiquitiné, pour entrer dans la 
voie des endosomes, et poly-ubiquitiné K48 pour être envoyé vers le protéasome depuis les 
endosomes tardifs (Li et al., 2012). De plus, il a été observé que le récepteur IFNAR1 (IFN-
α/β Receptor 1) est poly-ubiquitiné par des chaînes K48 et K63 et ces deux types de chaînes 
sont requises pour l’internalisation et la dégradation du récepteur (Kumar et al., 2007). 
 
Par ailleurs, nous soupçonnons que PGRP-LC soit modifié par d’autres formes 
d’ubiquitination. J’ai testé la poly-ubiquitination K63 et il ne semble pas que PGRP-LC soit 
modifié par ce type de chaînes. Les anticorps spécifiques contre les autres chaînes de poly-
ubiquitine n’étant pas disponibles, je n’ai pas pu mieux caractériser l’ubiquitination de PGRP-
LC. Un des aspects les plus intéressants pour poursuivre ce travail serait d’identifier 
l’ubiquitine ligase E3 qui catalyse l’ubiquitination de PGRP-LC et de comprendre comment 
est régulée l’ubiquitination du récepteur immunitaire en réponse à l’infection. Une étude de 
spectrométrie de masse pourrait éventuellement permettre de déterminer quelle(s) ubiquitine 
ligase(s) E3 et quel(s) type de chaînes d’ubiquitine sont associés à PGRP-LC, dans différentes 
conditions (e.g. stimulation par des PGN). 
 
 
2. Caractérisation de l’endocytose de PGRP-LC 
 
Afin de comprendre plus facilement où se font les régulations de la voie IMD sur le 
récepteur, il est essentiel de bien maîtriser les étapes du trafic endocytaire de PGRP-LC. Pour 
répondre à cette question, on pourrait envisager d’effectuer le protocole 




d’immunofluorescence, en co-marquant PGRP-LC et différentes protéines de la voie 
endocytaire (Rab5 ou Hrs pour les endosomes précoces, Rab7 pour les endosomes tardifs, le 
LysoTracker ou Lamp1 pour les lysosomes…). Par exemple, le co-marquage avec le 
LysoTracker ou la protéine Rab11, caractéristique des endosomes de recyclage, permettrait de 
savoir si l’internalisation de PGRP-LC conduit nécessairement à sa dégradation lysosomale 
ou s’il peut être recyclé à la membrane via les endosomes de recyclage. Par la suite, il sera 
alors possible d’observer quelle étape de l’endocytose de PGRP-LC est perturbée par l’ajout 
d’un RNAi spécifique. En outre, une observation de l’internalisation du récepteur sur des 
cinétiques plus longues (e.g jusqu’à 4 heures) permettrait de tester si la totalité de PGRP-LC 
internalisé est dégradée. 
 
 
3. L’ubiquitination de PGRP-LC est-elle nécessaire à son internalisation ? 
 
J’ai observé, d’une part, que PGRP-LC était ubiquitiné et, d’autre part, qu’il était 
internalisé. De plus, le blocage du processus endocytaire par extinction génique entraîne une 
accumulation de PGRP-LC ubiquitiné. En revanche, ces expériences ne prouvent pas de façon 
certaine que c’est l’ubiquitination de PGRP-LC qui déclenche son internalisation. Afin de 
tester cette hypothèse, il serait intéressant d’étudier la localisation d’un PGRP-LC qui ne peut 
plus être ubiquitiné : est-il localisé exclusivement à la membrane ou peut-il toujours 
internaliser ? Comme la drosophile ne possède qu’une seule enzyme «ubiquitin activating» E1 
(Uba1), j’ai voulu tester l’extinction par RNAi de Uba1 sur l’internalisation de PGRP-LC. 
Cependant, par western blot, j’ai observé que l’extinction de Uba1 par deux RNAi différents 
ne diminue pas la quantité totale de protéines ubiquitinées dans les lysats cellulaire (résultats 
non montrés). Notre hypothèse est que le traitement par siUba1 est très délétère pour les 
cellules et que nous sélectionnons les cellules qui arrivent à s’adapter, par exemple, via une 
stabilisation renforcée de la protéine Uba1. L’autre possibilité pour bloquer l’ubiquitination 
de PGRP-LC est de muter toutes ses lysines, du moins celles présentes dans le domaine 
intracellulaire. Stratégiquement, il faudrait commencer par muter les cinq lysines, qui sont très 
probablement ubiquitinées selon la prédiction bioinformatique (Annexe 4, Fig. 34). 
 
 




4. Rôle de USP2 dans le trafic endocytaire de PGRP-LC 
 
USP8, Hrs et Rab5 sont des protéines impliquées dans le processus endocytaire. Donc, 
l’accumulation de PGRP-LC ubiquitiné causée par leur inhibition peut s’expliquer par le 
blocage du trafic endocytaire. En revanche, USP2 n’a pas de rôle général connu dans 
l’endocytose, mais j’ai pourtant observé que son extinction génique conduisait à une 
accumulation des formes poly-ubiquitinées K48 de PGRP-LC. D’après les expériences 
préliminaires de cytométrie, il semblerait que l’extinction de Usp2 augmente la quantité de 
PGRP-LC internalisé dans le cytoplasme. Ce résultat peut être la conséquence soit d’un 
blocage de l’incorporation de PGRP-LC dans la voie endosomale, soit d’une diminution de 
son recyclage à la membrane. Or, l’isoforme USP2a déubiquitine EGFR au niveau des 
endosomes précoces pour favoriser son recyclage à la membrane (Liu et al., 2012). Donc, il 
est tentant de spéculer que USP2 déubiquitine également PGRP-LC pour le sauver de la 
dégradation lysosomale et permettre sa réintégration à la membrane plasmique. Afin de 
vérifier cette hypothèse, il faudrait regarder si la colocalisation entre PGRP-LC et le marqueur 
des endosomes de recyclage Rab11 est augmentée en présence de USP2. Une autre stratégie 
est de regarder par cytométrie la variation de la quantité de PGRP-LC à la membrane dans le 
temps, en bloquant la synthèse protéique par le cycloheximide. De cette façon, on s’affranchit 
du PGRP-LC nouvellement synthétisé et les variations de la quantité du récepteur à la 
membrane proviennent de son internalisation et/ou de son recyclage. Enfin, on pourra 




5. L’endocytose est-elle nécessaire à la signalisation de la voie IMD ? 
 
La question essentielle soulevée par cette étude concerne le lien entre l’endocytose de 
PGRP-LC et la signalisation de la voie IMD. En effet, l’internalisation des récepteurs 
membranaires a longtemps été considérée comme un moyen d’arrêter la signalisation en 
permettant leur dégradation. Mais, de plus en plus d’informations suggèrent que beaucoup de 
récepteurs sont actifs pendant ou après leur internalisation et que la signalisation continue le 
long de la voie endocytaire. Par exemple, l’endocytose du récepteur Toll de la drosophile est 
strictement nécessaire à la signalisation. Dans certains cas, comme celui du TNFR-1 des 
mammifères, l’internalisation intracellulaire assure la sélectivité des signaux activés. Donc, 




l’endocytose contrôle la signalisation cellulaire, en couplant et intégrant différentes cascades 
de signalisation, à la surface de vésicules endocytaires, afin de contrôler la qualité, l’intensité, 
la distribution et la durée de la signalisation. 
 
Dans un premier temps, nous avons observé, à plusieurs reprises, que l’extinction de 
Usp8 n’induit pas une activation constitutive ou une sur-activation de la voie IMD. Ce résultat 
peut s’expliquer par le fait que, lorsque Usp8 est éteint, PGRP-LC peut être accumulé sous 
une forme ubiquitinée inactive qui n’est plus capable de signaler ou bien que ce récepteur est 
déjà engagé dans les vésicules intraluminales : à cette étape, la transduction du signal par 
PGRP-LC ne peut plus avoir lieu. En outre, j’ai également observé, par le test luciférase, 
l’effet de l’extinction des gènes codant pour les protéines endocytaire Hrs et Rab5 et, 
malheureusement, aucun résultat significatif et reproductif n’a été observé. Cela provient 
sûrement du fait que la présence des siHrs et siRab5 est très délétère pour les cellules S2, 
comme il a été observé lors des expériences de cytométrie. Par la suite, il serait intéressant de 
mesurer par RT-qPCR l’activation de la voie IMD, c’est-à-dire l’expression de l’attacine et de 
la diptéricine, dans des mouches transgéniques, où Hrs ou Rab5 ont été éteints. Cette 
expérience devra être faite à partir de mouches infectées par piqûre ou non-infectées. De plus, 
il est possible que les étapes précoces de l’endocytose soient nécessaires à la transduction du 
signal de PGRP-LC, alors qu’une fois engagé dans les endosomes précoces, PGRP-LC est 
destiné à être dégradé pour réguler négativement la voie IMD. C’est pourquoi, il faudrait 
également tester l’effet du dynasore, un inhibiteur de la dynamine intervenant précocement 
dans l’endocytose (détachement de la vésicule enrobée de clathrine de la membrane 
cellulaire), sur l’activation de la voie IMD. 
 
Par ailleurs, la protéine PIMS (PGRP-LC-interacting inhibitor of IMD Signaling), ou 
aussi nommée Pirk ou Rudra, est un régulateur négatif de la voie IMD. L’expression du gène 
pims est induite en réponse à l’infection par des bactéries à Gram négatif et, dans l’intestin, 
son expression basale repose sur la présence de la flore commensale, permettant d’éviter une 
activation inappropriée de la voie. De plus, la protéine PIMS interagit avec PGRP-LC, PGRP-
LE et Imd (Aggarwal et al., 2008; Kleino et al., 2008; Lhocine et al., 2008). De façon 
intéressante, il a été observé que PIMS change la localisation subcellulaire de PGRP-LC 
(Lhocine et al., 2008). En effet, la présence de PIMS entraîne une réorganisation de PGRP-LC 
de la membrane vers des structures organisées du cytoplasme. Donc, il est probable que PIMS 




favorise l’internalisation de PGRP-LC, et, pourquoi pas, sa dégradation dans les lysosomes, 
ce qui serait cohérent avec son rôle de régulateur négatif de la voie IMD. 
 
 
B. Conclusion générale 
 
La régulation négative de la réponse immunitaire est cruciale, afin d’éviter une réponse 
excessive et maintenue dans le temps. En effet, de nombreuses pathologies, comme les 
maladies auto-immunes et inflammatoires, sont associées à une dérégulation du système 
immunitaire. Au cours de ma thèse, je me suis intéressée aux mécanismes de régulation 
négatifs impliquant l’ubiquitine dans les voies immunitaires IMD et Toll de la drosophile. 
Dans un premier temps, nous avons identifié trois déubiquitinases (USP2, USP34 et USP36) 
régulant négativement la voie IMD et une seule USP, USP34, régulant négativement la voie 
Toll. De plus, nous avons montré que la déubiquitinase USP2 favorise la dégradation 
protéasomale de la protéine Imd poly-ubiquitinée par des chaînes K48, alors que USP36 
hydrolyse les chaînes K63 nécessaires à l’activation de la protéine Imd. Par ailleurs, j’ai 
observé que le récepteur immunitaire PGRP-LC était ubiquitiné, au moins en partie par des 
chaînes K48, et qu’il était endocyté et probablement dégradé dans les lysosomes. De plus, la 
déubiquitinase USP2 favorise l’hydrolyse des formes poly-ubiquitinées K48 de PGRP-LC. 
Ces résultats nous amènent à proposer le modèle suivant pour l’endocytose de PGRP-LC (Fig. 
30). La reconnaissance des DAP-PGN par le récepteur membranaire PGRP-LC entraîne son 
oligomérisation et son ubiquitination, par des chaînes de poly-ubiquitine K48 et, 
probablement, par d’autres types de chaînes. L’ubiquitine ligase catalysant l’ubiquitination du 
récepteur reste à être identifiée. L’ubiquitination de PGRP-LC déclenche son internalisation. 
Au niveau des endosomes précoces, PGRP-LC peut intégrer la voie de dégradation 
lysosomale ou, au contraire, être recyclé à la membrane plasmique. Comme cela a été montré 
pour EGFR, il est tentant de spéculer que USP2 déubiquitine PGRP-LC au niveau des 
endosomes précoces pour favoriser son recyclage au profit de sa dégradation lysosomale. 
Cette hypothèse serait cohérente avec les résultats préliminaires de cytométrie obtenus en 
présence de siUsp2. Pour finir, bien que l’endocytose ait longtemps été observée comme un 
moyen de dégrader les récepteurs membranaires pour limiter la signalisation, il est maintenant 
évident qu’un récepteur peut induire la signalisation tout le long de son internalisation. Dans 
certains cas, comme ceux des récepteurs TLR-4 et TNF-R1, l’endocytose permet la sélectivité 
des voies de signalisation et les endosomes sont donc de fabuleuses plateformes de 




signalisation. A la suite de cette thèse, il serait très intéressant de comprendre le rôle de 
l’internalisation de PGRP-LC dans la voie de signalisation IMD : depuis quel compartiment 





Figure 30. Modèle d’endocytose du récepteur immunitaire PGRP-LC. La reconnaissance 
de DAP-PGN par le récepteur PGRP-LC entraîne son oligomérisation et son ubiquitination, 
au moins en partie par des chaînes de poly-ubiquitine K48, par une ubiquitine ligase E3 
inconnue. L’ubiquitination de PGRP-LC déclenche son endocytose et sa dégradation 
lysosomale, impliquant la déubiquitinase USP8. Il est possible que USP2 déubiquitine PGRP-
LC au niveau des endosomes précoces, afin de favoriser son recyclage à la membrane 
cellulaire, au détriment de sa dégradation par les lysosomes. La transduction du signal peut se 
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Annexe 1. Protocole d’immunofluorescence pour suivre l’internalisation du 
récepteur PGRP-LC 
 
Ensemensement (J0) : 
 
- Déposer une lamelle stérile au fond des puits d’une plaque 4 puits. Penser à prévoir au 
moins une plaque par condition d’internalisation différente. 
 
- Traitement des lamelles à la poly-lysine (pour faire adhérer les cellules S2) : Ajouter 
500 µl de poly-lysine 0,001% (solution commerciale à 0,01% à diluer au 1/10e dans de 
l’eau stérile). Incuber les plaques à 37°C pendant, au moins, 5 minutes. Enlever la 
poly-lysine et faire un lavage au PBS 1X stérile. Laisser sécher les lamelles sous la 
hotte. 
 
- Ajouter 500 µl par puits d’une solution à 106 cellules/ml 
 
- Incubation 24h à 25°C 
 
 
Transfection (J1) : 
 
- Enlever le milieu et ajouter à chaque puits : 2 µl de transfectine + 50 ng de plasmide 
total + 2 µg de RNAi si nécessaire + 100 µl de DSM. Trois réplicats par condition de 
transfection. 
 
- Incubation 5-6h à 25°C 
 
- Ajouter 400 µl de sérum 15% par puits 
 
- Incubation à 25°C sur la nuit (si pas de RNAi) ou pendant 48h (si présence de RNAi) 
 
 
IF (J2) : rester à 4°C (chambre froide) 
 
- Se mettre à 4°C (chambre froide du labo) et enlever le surnageant des cellules. On 
peut supposer que la saturation n’est pas nécessaire car les cellules sont déjà dans du 
sérum. 
 
- Ajouter 300 µl d’anticorps primaire froid dilué dans le DSM+ Sérum 10% (anti-V5 
dilué au 500e) pour garder les cellules vivantes. 
 
- Incubation à 4°C pour bloquer l’endocytose et, ensuite, incubation à 25°C pour la série 
correspondante. Le temps d’incubation à 25°C varie pour obtenir une cinétique 
d’internalisation et la durée totale d’incubation avec l’anticorps primaire est d’une 
heure. 
 




- Trois lavages successifs au PBS 1X froid (sans tween car peut trouer les cellules). 
Incubation pendant 10 minutes à 4°C, avec agitation. 
 
- Fixation : mettre 300 µl/puits de PFA 4% dilué dans du PBS 1X. 
 
- Incuber 10 minutes à température ambiante sans agitation 
 
- Enlever le liquide sous la sorbonne avec une pipette car le PFA est toxique 
 
- 3 lavages successifs au PBS 1X : 500 µl/puits, agitation 2-3 minutes à température 
ambiante, puis on enlève le liquide et on recommence… (au premier lavage, enlever le 
liquide sous hotte avec pipette car il reste des traces de PFA. Pour les 2 autres lavages, 
enlever avec pompe sous-vide à la paillasse). 
 
 
A partir de maintenant, protéger la plaque de la lumière à cause des anticorps secondaires et 
du Hoechst 
 
- Ajouter 300 µl/puits d’anticorps secondaire anti-mouse alexa 488 dilué au 1/1000e 
(pour cellules) dans du sérum de cheval 5% PBS 1X. Incubation 1 heure à température 
ambiante, avec agitation. Marquage de PGRP-LC membranaire. 
 
- Trois lavages successifs avec 500 µl/puits de PBS 1X. Agitation et incubation à RT 
pendant 10 minutes entre chaque lavage. 
 
- Perméabilisation : ajouter 500 µl/puits de Triton 100X 0,5% dans du PBS 1X. 
Incuber à RT sous légère agitation pendant 5’. 
 
- 3 lavages successifs au PBS 1X avec 500 µl/puits, agitation 2-3 minutes à température 
ambiante. 
 
- Ajouter 300 µl/puits d’anticorps secondaire anti-mouse cyanine 3 dilué au 1/1000e 
dans du sérum de cheval 5% PBS 1X. Incubation 1 heure à température ambiante, 
avec agitation. Marquage de PGRP-LC membranaire et internalisé. 
 
- Trois lavages successifs avec 500 µl/puits de PBS 1X tween 0,1%. Agitation et 
incubation à RT pendant 10 minutes entre chaque lavage. 
 
- Coloration du noyau avec du Hoechst dilué au 1/1000e dans du PBS 1X (300 
µl/puits). Incubation pendant 5 minutes à température ambiante, sans agitation. Ne 
surtout pas laver après le Hoechst. 
 
- Montage lame-lamelle dans le milieu de montage Dako 
 
- Observation par microscopie confocale 
 




Annexe 2. Protocole pour la quantification de l’internalisation de PGRP-LC 
par cytométrie 
 
Ensemensement (J0) : 
 
- Dans une plaque 12 puits, ajouter 1 ml/ puits d’une solution à 4.106 cellules/ml 
 
- Incubation 24h à 25°C 
 
 
Prévoir, au moins, les témoins suivants: 
- Témoin de cellules non transfectées (sans anticorps primaire et sans anticorps secondaire) 
- Témoin cellules transfectées avec que les secondaires (sans primaire) 
 
 
Transfection (J1) : 
 
- Enlever le milieu et ajouter à chaque puits : 4 µl de transfectine + 100 ng de plasmide 
total + 4 µl de RNAi (si nécessaire) + 200 µl de DSM 
 
- Incubation 5-6h à 25°C 
 
- Ajouter 800 µl de sérum 15% par puits 
 
- Incubation à 25°C sur la nuit (si pas de RNAi) ou pendant 48h (si présence de RNAi) 
 
 
Préparation des échantillons pour le FACS (J2) : rester à 4°C (chambre froide) 
Le FACS à disposition ne lit pas bien la Cyanine 3 (on peut prendre la fichorinitrine, PE-
Cyanine 5 ou la Cyanine 5 à la place). J’ai donc choisi la Cyanine 5 pour marquer PGRP-LC 
après perméabilisation des cellules. 
 
- Enlever le milieu et ajouter 300µl d’anticorps primaire froid dilué dans le DSM+ 
Sérum 10% (anti-V5 dilué au 500e) pour garder les cellules vivantes. Pour les 
témoins négatifs, ne mettre que du Sérum 10% dans DSM (sans anticorps primaire). 
 
- Incubation à 4°C pour bloquer l’endocytose et, ensuite, incubation à 25°C pour la série 
correspondante. Le temps d’incubation à 25°C varie pour obtenir une cinétique 
d’internalisation et la durée totale d’incubation avec l’anticorps primaire est d’une 
heure. 
 
- Reprendre les cellules avec ces 300 µl d’anticorps, flucher et transvaser dans une 
plaque 96 puits, à fond arrondi. Centrifuger 5 minutes à 1200 rpm et enlever le 




surnageant en retournant la plaque d’un coup sec au-dessus de l’évier et l’essuyer 
doucement sur un papier absorbant. 
 
- Un lavage au PBS 1X froid : Ajouter 200 µl PBS 1X froid/puits (sans tween car peut 
trouer les cellules). Centrifuger 5 minutes à 1200 rpm et enlever le surnageant en 
retournant la plaque d’un coup sec au-dessus de l’évier et l’essuyer doucement sur un 
papier absorbant. 
 
- Fixation : mettre 100 µl/puits de PFA 4% dans du PBS 1X. 
 
- Incuber 10 minutes à température ambiante sans agitation. 
 
- Un lavage au PBS 1X : Ajouter 200 µl de PBS par-dessus la PFA. Centrifuger 5 
minutes à 1200 rpm et enlever le surnageant en retournant la plaque d’un coup sec au-
dessus de l’évier et l’essuyer doucement sur un papier absorbant. 
 
 
A partir de maintenant, protéger la plaque de la lumière à cause des anticorps secondaires 
 
- Reprendre les cellules par 100 µl/puits d’anticorps secondaire anti-mouse Alexa 488 
dilué au 1/1000e dans du sérum de cheval 5% PBS 1X ou 100 µl/puits de PBS sérum 
de cheval 5% pour les témoins sans anticorps membranaire. Incubation 30 minutes à 
température ambiante, avec agitation. Marquage de PGRP-LC membranaire. 
 
- Un lavage au PBS 1X : Ajouter 200 µl PBS 1X/puits par-dessus l’anticorps (sans 
tween car peut trouer les cellules). Centrifuger 5 minutes à 1200 rpm et enlever le 
surnageant en retournant la plaque d’un coup sec au-dessus de l’évier et l’essuyer 
doucement sur un papier absorbant.  
 
- Perméabilisation : ajouter 200 µl/puits de Triton 100X à 0,5% dans du PBS. Incuber 
à RT sous légère agitation pendant 5’. Centrifuger 5 minutes à 1200 rpm et enlever le 
surnageant en retournant la plaque d’un coup sec au-dessus de l’évier et l’essuyer 
doucement sur un papier absorbant. 
 
- Un lavage au PBS 1X (sans tween car peut trouer les cellules). Ajouter 200 µl/puits de 
PBS 1X. Centrifuger 5 minutes à 1200 rpm et enlever surnageant 
 
- Ajouter 100 µl/puits d’anticorps secondaire anti-mouse Cyanine 5 dilué au 1/1000e 
dans du sérum de cheval 5% PBS 1X ou 100 µl/puits de PBS sérum de cheval 5% 
pour les témoins sans anticorps cytoplasmique. Incubation 30 minutes à température 
ambiante, avec agitation. Marquage de PGRP-LC membranaire et internalisé. 
 
-  Un lavage au PBS 1X tween 0,1% : ajouter 200 µl/puits par-dessus l’anticorps. 
Centrifuger 5 minutes à 1200 rpm et enlever le surnageant en retournant la plaque 
d’un coup sec au-dessus de l’évier et l’essuyer doucement sur un papier absorbant. 
 
- Reprendre les cellules par 300 µl de PBS 1X et mettre dans des tubes Falcon adaptés à 
la quantification au FACS. 




Annexe 3. Les systèmes «UAS-GAL4» et «UAS-GAL4, GAL80ts» 
 
Parmi les nombreux outils génétiques mis à disposition chez la drosophile, le système 
«UAS-GAL4» permet d’induire ou d’éteindre un gène dans un tissu donné (les ailes, le corps 
gras, les hémocytes…), dans seulement quelques cellules ou de façon maîtrisée (après un choc 
thermique, par exemple). Ces manipulations génétiques ont été rendues possibles par 
l’utilisation de l’élément transposable P modifié afin de permettre l’intégration stable de 
gènes d’intérêts. 
 
L’élément transposable P autonome est composé de séquences inversées répétées en 5’ 
et 3, nommées aussi les «pieds» de l’élément P, et de quatre exons codant pour la transposase, 
nécessaire à la transposition et à la régulation de la mobilité de l’élément P. Un élément P non 
autonome ne possède pas le gène codant pour la transposase et sa mobilité ne peut se faire que 
si un autre élément P autonome, ou une autre source (plasmide ou élément P non mobilisable), 
est présent pour fournir la transposase. Les drosophilistes ont tiré profit des propriétés de 
l’élément P, pour insérer aléatoirement un transgène dans l’ADN chromosomique des noyaux 
des cellules germinales, depuis un vecteur plasmidique. 
 
Le transgène est un élément P non autonome possédant des «pieds» en 5’ et 3’, de la 
séquence que l’on souhaite intégrer (e.g. cDNA,…) et d’un marqueur de transgénèse : 
typiquement les gènes white (w) ou yellow (y). Ce marqueur permet de suivre 
phénotypiquement l’insertion de l’élément P dans le génome dans une souche mutante w-/- ou 
y-/-. Afin de produire une lignée transgénique, deux plasmides différents sont injectés au pôle 
postérieur d’un œuf de drosophile âgé d’environ 1h à 1h30 (embryon au stade blastoderme 
syncitial avant la formation des cellules germinales). L’un des vecteurs porte le transgène et 
l’autre, la source de transposase. Ainsi, le transgène est intégré aléatoirement et de façon 
stable dans le génome de certains gamètes de l’embryon. Dans la descendance de l’adulte qui 
en résulte, les individus transgéniques seront sélectionnés grâce au marqueur phénotypique 
porté par le transgène, dans notre cas, le gène white, responsable de la couleur rouge des yeux 
de la drosophile. 
 
Dans le cadre de cette thèse, j’ai utilisé le système «UAS-GAL4», qui nécessite la 
combinaison de deux éléments P (Brand and Perrimon, 1993) (Fig. 31). Le premier élément 




P{GAL4} possède le gène codant pour le facteur de transcription GAL4 de levure, en aval 
d’un promoteur de nature variable (tissu spécifique, inductible...). Le deuxième élément 
P{UAS-gène d’intérêt} porte le gène d’intérêt et les séquences régulatrices UAS reconnues 
par GAL4. Ainsi, le croisement d’une lignée pilote, portant P{GAL4}, et d’une lignée cible 
P{UAS-gène d’intérêt} permet, dans la descendance F1, l’expression du gène d’intérêt dans 
les mêmes conditions que celle de Gal4. Le gène d’intérêt peut être un cDNA, qui va alors 
être sur-exprimé, ou des séquences inversées répétées spécifiques, qui vont permettre 
l’extinction génique d’un gène cible. Il existe également des banques de lignées où l’élément 






Figure 31. Le système «UAS-GAL4». La lignée pilote comprend le gène codant pour la 
protéine GAL4 de levure, sous la régulation d’un promoteur spécifique (tissu-spécifique ou 
inductible). La lignée cible possède le cDNA d’un gène cible (pour la sur-expression) ou des 
séquences répétées inversée spécifique (pour l’extinction génique), en aval de la séquence 
régulatrice UAS. Le croisement d’une lignée pilote avec une lignée cible résulte en une 
descendance F1 qui exprime spécifiquement GAL4. GAL4 va alors se fixer sur les séquences 








Dans certains cas, comme celui de la sur-expression de PGRP-LC, l’expression du gène 
d’intérêt peut être létal au stade larvaire et aucune mouche d’intérêt au stade adulte n’est 
obtenue. C’est pourquoi, j’ai utilisé le système «UAS-GAL4, GAL80ts», qui repose sur le fait 
que GAL80 inhibe réversiblement GAL4 et, donc, empêche l’expression du gène d’intérêt 
(Fig. 32). Comme GAL80 est thermo-sensible, sa conformation est modifiée à 30°C, il ne 
peut plus inhiber GAL4 et le gène d’intérêt peut être exprimé. En conséquence, il est possible 






Figure 32. Le système «UAS-GAL4, GAL80ts». La lignée pilote comprend le gène codant 
pour la protéine GAL80, sous l’effet d’un promoteur ubiquitaire, et le gène codant pour la 
protéine GAL4 en aval d’un promoteur ubiquitaire. Dans la descendance F1, à 18°C, 
l’expression de GAL80 inhibe GAL4, qui ne peut plus les séquences régulatrices UAS. En 
revanche, à 30°C, la conformation de GAL80 est altérée et ne peut plus inhiber GAL4. La 
protéine GAL4 se lie alors aux séquences UAS pour induire l’expression du cDNA (pour la 





Annexe 4. Les transcrits du gène PGRP-LC et la séquence protéique de 
PGRP-LC RA (ou PGRP-LCx) 
 
 




Figure 33. Carte des transcrits du gène PGRP-LC (CG4432). L’épissage alternatif du gène 
PGRP-LC résulte en sept transcrits. Le transcrit PGRP-LC-RA correspond à l’isoforme PGRP-
LCx, qui reconnaît, lorsqu’il oligomérise, les PGN multimériques. Le transcrit PGRP-LC-RB 
est l’isoforme PGRP-LCa, qui n’est actif que s’il est associé à PGRP-LCx pour la 
reconnaissance des PGN monomérique. Le transcrit PGRP-LC-RC correspond à l’isoforme 





























Domaine cytoplasmique (commune pour les isoformes PGRP-LCa, y et x) 293 aa 
Domaine transmembranaire (commune pour les isoformes PGRP-LCa, y et x) 20 aa 
Domaine extracellulaire 187 aa 
K : Lysine très probablement ubiquitinée (Score > 0,85) 
K : Lysine probablement ubiquitinée (0,70 < Score < 0,85) 
Figure 34. Séquence protéique de PGRP-LCx. Le domaine cytoplasmique est surligné en 
gris, le domaine transmembranaire en vert et l’ectodomaine en jaune. Les lysines (K) très 
probablement ubiquitinées sont en rouge et celles probablement ubiquitinées en orange 
(d’après le site UbPred.org). Abréviations : acides aminés (aa) 
 








Dans cet article, j’ai contribué principalement, dans le cadre d’un stage et de façon 
moindre au cours de ma thèse, à la mise au point du protocole d’immunofluorescence sur le 
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The deubiquitinating enzyme USP36 controls
selective autophagy activation
by ubiquitinated proteins
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Initially described as a nonspecific degradation process induced upon starvation, autophagy is now known also to be
involved in the degradation of specific ubiquitinated substrates such as mitochondria, bacteria and aggregated proteins,
ensuring crucial functions in cell physiology and immunity. We report here that the deubiquitinating enzyme USP36
controls selective autophagy activation in Drosophila and in human cells. We show that dUsp36 loss of function
autonomously inhibits cell growth while activating autophagy. Despite the phenotypic similarity, dUSP36 is not part of
the TOR signaling pathway. Autophagy induced by dUsp36 loss of function depends on p62/SQSTM1, an adaptor for
delivering cargo marked by polyubiquitin to autophagosomes. Consistent with p62 requirement, dUsp36 mutant cells
display nuclear aggregates of ubiquitinated proteins, including Histone H2B, and cytoplasmic ubiquitinated proteins; the
latter are eliminated by autophagy. Importantly, USP36 function in p62-dependent selective autophagy is conserved in
human cells. Our work identifies a novel, crucial role for a deubiquitinating enzyme in selective autophagy.
Introduction
Autophagy is a generic term, which describes the lysosomal
degradation of cytoplasmic material. Three different types of
autophagy occur: (1) macroautophagy, in which autophagosomes
engulf portions of cytoplasm and eventually fuse with lysosomes;
(2) microautophagy, in which lysosomes directly sequester cyto-
solic components; and (3) chaperone-mediated autophagy, in
which unfolded proteins are translocated to lysosomes. Macro-
autophagy, hereafter referred to as autophagy, is the major
lysosomal degradation pathway in cells. It is involved in several
physiological and pathological processes such as cellular home-
ostasis, cell survival, development, neurodegeneration, cancer and
defense against infections.1,2 Originally described as a nonspecific
degradation process limited to bulk cytosol in response to
starvation, recent research has identified selective autophagy
pathways for the targeting of specific substrates to autophagy,
including senescent organelles, bacteria, viral proteins and
aggregated proteins.3-7
The overall molecular mechanisms of autophagy are relatively
well understood, due to the discovery of yeast autophagy-related
genes (atg) and the core autophagy machinery in all eukaryotic
cells from yeast to humans.8,9 During autophagy, a phagophore is
formed under the control of the autophagosome formation
complex which includes the class III P(I)3-kinase (VPS34) and
BECLIN 1 (the ortholog of y ast ATG6).10,11 Elongation of
this membrane involves two conjugation systems. The first
system results in the association of the cytosolic microtubule-
associated protein 1 light-chain 3-I (LC3-I) with phosphatidyl-
ethanolamine to generate a lipidated LC3-II form. The second
system forms the ATG12–ATG5-ATG16 macromolecular com-
plexes. Both conjugation systems contribute to the completion of
the double-membrane-containing autophagosomes which then
fuse with lysosomes to generate the degradative single-membraned
autolysosomes.
Autophagy is induced upon starvation through a pathway
dependent on the TOR (target of rapamycin) kinase.12,13 Under
nutrient-rich conditions, the TOR pathway is activated, which
prevents activation of the Ser/Thr kinase ATG1 in yeast or
ULK1/2 (the orthologs of ATG1) in mammalian cells. Nutrient
privation and rapamycin treatment downregulate TOR kinase
activity, which results in activation of the ATG1 kinase to induce
autophagy.
Recent studies identified ubiquitination as a key signal for
selective autophagy. Ubiquitin functions as a tag targeting pro-
tein aggregates, bacteria and mitochondria to autophagic
degradation.14 The first evidence for the role of ubiquitination
in autophagy came from the p62/SQSTM1 protein identified
as an adaptor for delivering cargo marked by polyubiquitin to
autophagosomes.15,16 p62/SQSTM1 binds to polyubiquitinated
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protein cargo via a ubiquitin-associated (UBA) domain and to
the autophagy machinery via a LC3-interacting region (LIR). It
thus functions as a bridge between polyubiquitinated cargo and
autophagosomes. Two other proteins, NDP52 and NBR1, were
described later, and found to have similar functions to p62/
SQSTM1.17,18 Recently ALFY (autophagy-linked FYVE domain)
was shown to orchestrate the assembly of autophagosomes to
p62/SQSTM1-captured cargo by binding to phosphatidylinositol
3-phosphate (PtdIns(3)P), ATG12-ATG5-ATG16 complex, LC3
and p62.19,20
The mechanisms responsible for the ubiquitination of specific
autophagy substrates remain largely unknown except for mito-
chondria, which have been shown to be polyubiquitinated on
VDAC1 by the PARKIN E3 ubiquitin ligase.21 It is likely that
ubiquitination of other substrates for selective autophagy is
achieved by specific, unknown E3 ligases and highly regulated
by deubiquitinating enzymes. These enzymes remove ubiquitin
residues from ubiquitinated substrates and function as antagonists
of E3 ligases.22 Some of them may regulate the ubiquitination
status of selective autophagy substrates. We previously demon-
strated that in Drosophila the deubiquitinating enzyme dUSP36
acts as a negative regulator of the NFkB dependent immune
deficiency (imd) pathway and deubiquitinates the IMD protein.23
dUsp36 (also known as emperor’s thumb and scrawny) was
independently shown to be required for apoptosis regulation24
and for stem cells maintenance through deubiquitination of the
Histone H2B protein.25 We report here that dUsp36 loss of
function inhibits cell growth and activates autophagy. Although
these phenotypes are the hallmark of TOR pathway mutants, we
show that dUsp36 is not part of this signaling pathway.
Autophagy induced by dUsp36 loss of function is not the cause
of the observed growth defects and strictly depends on the p62
adaptor protein. This suggests that dUSP36 prevents the induc-
tion of selective ubiquitin-mediated autophagy. Accordingly,
dUsp36 inactivation results in nuclear aggregates of ubiquitinated
proteins, including ubiquitinated Histone H2B. Cytoplasmic
ubiquitinated aggregates are also formed during dUsp36 inactiva-
tion, and eliminated by autophagy. This USP36 requirement to
prevent selective autophagy is conserved in human cells: silencing
of hUSP36 triggers autophagy via a p62-dependent pathway.
Our work identifies for the first time a crucial role for a
deubiquitinating enzyme in selective autophagy inhibition.
Results
Usp36 loss of function inhibits larval growth and activates
autophagy. We previously reported that dUsp36 null mutants
are lethal at larval stages.23 To examine the cause of this
lethality, larvae homozygous for a null dUsp36 mutation23 were
collected. Compared with wild-type larvae (Fig. 1A, left), mutant
larvae displayed a significantly reduced size without gross
morphological defects (Fig. 1A, middle), and eventually died,
5 d after egg laying (AEL). Larval length measurements at
different time points after hatching showed that dUsp36 mutant
larvae grew more slowly than wild-type larvae (Fig. 1B). This
growth defect is specific to dUsp36 loss of function mutants since
it can be completely rescued by ubiquitous expression of the
dUSP36 protein (Fig. 1A, right).
Constitutive activation of autophagy has been reported to cause
growth defects in larvae.26 Thus, we monitored autophagy by
staining the larval fat body with the Lysotracker Red dye that
identifies acidified lysosomes and autolysosomes.13 Due to the low
baseline level of lysosomal activity in well-fed early third instar
larvae (4 d AEL), this dye did not accumulate in fat body cells of
wild-type larvae (Fig. 1C). However, in age-matched dUsp36
mutant larvae, numerous acidified lysosomes were observed in the
fat body cells suggesting robust autophagy activity (Fig. 1D).
dUsp36 function is cell autonomous. We next asked whether
the role dUSP36 plays in cell growth and autophagy is cell
autonomous. We induced clones of dUsp36 null mutant fat body
cells using the MARCM system,27 which enables the targeted
expression of transgenes in cells that have undergone mitotic
recombination. In a first set of experiments, we generated
homozygous dUsp36 null mutant cells that expressed nuclear
GFP. These cells were much smaller than their heterozygous
neighbors (relative cell size = 0.09, Fig. 2A and F) and were
positive for LysoTracker staining (Fig. 2B). In a second set of
experiments, we modified MARCM to allow for the expression
of the GFP-LC3 reporter gene following mitotic recombina-
tion.28 This reporter encodes a fusion protein between green
fluorescent protein and human LC3.29 The expression of GFP-
LC3 is diffused in the cytoplasm when autophagy is not induced.
However GFP-LC3 is recruited to autophagosomes upon auto-
phagy induction by starvation or rapamycin treatment.13 This
experiment revealed that, in mid third instar larvae, 96% of
dUsp36 null mutant cells contained autophagosomes compared
with 3% of wild-type cells (n = 49 and 69 cells, respectively;
p , 0.0001, Fig. 2C and E). Finally, MARCM induced
expression of the dUSP36 protein in dUsp36 mutant cells
restored cell size and autophagy to wild-type levels (Fig. 2D–F).
We have also performed clonal analysis in the wing imaginal disc
and observed that dUsp36 mutant clones are smaller than wild-
type clones (Fig. S1), indicating that dUsp36 function is also
required in mitotic tissues. Taken together, these results clearly
demonstrate that the deubiquitinating enzyme dUSP36 is
required cell autonomously to promote cell growth and/or
proliferation and to prevent autophagy activation.
dUSP36 does not function in the TOR pathway. In
Drosophila, inhibition of the TOR pathway, either by rapamycin
treatment or genetic mutations prevents cell growth and activates
autophagy.13,30 The TOR kinase independently controls cell
growth partly through the S6 Kinase (S6K) and autophagy
through the ATG1 kinase. The phenotypic similarities between
TOR and dUsp36 loss of functions suggested that both proteins
may be involved in the same signaling pathway, and that dUSP36
may act upstream or at the level of TOR.
As a readout of TOR pathway activity we first monitored the
levels of active phosphorylated S6K (P-S6K) in age-matched larvae
(Fig. S2A). In young second instar (48 h AEL) larvae we observe
no difference between control and dUsp36 silenced larvae whereas
a decrease in P-S6K is observed in mid-L2 (60 h AEL) dUsp36
silenced larvae. We think that this late decrease is a consequence
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of the growth inhibition; indeed, a decrease in P-S6K is also
observed by inhibiting the dATAD3A mitochondrial protein,31
which is required for cell growth independently of the TOR
pathway. Furthermore comparison of P-S6K levels between 48 h
AEL control larvae and 60 h AEL dUsp36 silenced larvae (which
have approximately the same size) does not display significant
differences. These results thus suggest that dUsp36 loss of
function does not directly inhibit the TOR pathway
In order to get functional data we expressed various activators
of the TOR pathway in dUsp36 mutant cells by MARCM
and examined their ability to rescue dUsp36 phenotypes. We
expressed insulin receptor (InR), AKT1 or RHEB proteins, each
of which is sufficient to activate the TOR pathway and to increase
cell size.13,32 Strikingly, none of these proteins rescued the size
defects of dUsp36 mutant cells indicating that dUSP36 does not
act upstream of RHEB, the most downstream component of the
TOR pathway tested (Fig. 2F and Fig. S2C–E). Since RHEB
is a direct activator of the TOR complex, these results suggest
that dUSP36 may act either at the level of TOR activation or
independently of the TOR pathway. Overexpression of the TOR
kinase has detrimental effects33 and thus could not been assayed
directly, so we attempted to rescue the dUsp36 mutant pheno-
type by expressing the TOR substrate S6 Kinase (S6K). Over-
expression of this kinase has been shown to partially rescue the
cell growth defect of dTOR mutant cells.13 In contrast, we
observed that S6K overexpression did not rescue the cell growth
defect of dUsp36 mutant cells indicating that dUSP36 does not
function upstream of S6K (Fig. 2F and Fig. S2F). Together, these
results indicate that dUSP36 is not part of the TOR pathway.
Cell growth defects and autophagy activation are not
mediated by the IMD pathway. Our previous work identified
dUSP36 as a negative regulator of the IMD pathway.23 We
showed that dUSP36 interacts with and deubiquitinates the
IMD protein. dUsp36 silencing results in the constitutive
activation of this NFkB dependent signaling pathway and
consequently of the connected JNK pathway. Therefore, we
asked whether the cell growth inhibition and autophagy activa-
tion that we observed upon dUsp36 silencing would depend on
inappropriate activation of the IMD pathway. We used the
FLPout GAL4/UAS method34 to clonally activate expression of
the GFP-LC3 reporter and transgenes containing specific inverted
repeats (IR). This induced RNAi-dependent gene silencing in
Figure 1. dUsp36 null mutation impairs organismal growth and activates autophagy. (A) Wild-type (left), dUsp36 null mutant (middle,
dUsp36D43/dUsp36D43) and rescued (right, UAS-dUsp36/+; daGal, dUsp36D43/dUsp36D43) larvae. (B) Larval length measurements at different time points.
Continuous line: wild-type larvae, dotted line: dUsp36 null mutant larvae. Fluorescent microscope imaging of unfixed fat bodies from wild-type
(C) or dUsp36 null mutant larvae stained with Lysotracker Red (red) and Hoechst 33342 (blue). Scale bar: 10 mm.
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GFP-LC3 expressing clones. When dUsp36-IR transgene was
used in mid third instar larvae to silence dUsp36, we observed
localization of GFP-LC3 to autophagosomes in more than 30%
of the knocked-down cells (Fig. 3B and C), compared with 96%
of the null mutant cells (Fig. 2E). This result indicates that RNAi-
mediated dUsp36 silencing results in a hypomorphic phenotype.
As RNAi-induced phenotypes are known to require more time to
develop, autophagy activation was also monitored in late third
Figure 2. Clonal analysis of dUsp36 function in the fat body. dUsp36 null mutant cells expressing nuclear GFP were generated by MARCM and stained
with Alexa 546-phalloidin (red) and DAPI (blue) (A) or Lysotracker Red (red) (B). MARCM was also used to express the GFP-LC3 autophagy reporter
in dUsp36 null mutant (C) and rescued cells (D). (E) Quantification of autophagy in wild-type, dUsp36 mutant or rescued cells. Autophagy was considered
to be activated in a particular cell if at least one GFP-LC3 vesicle was observed. Bracketed numbers represent the number of individual cells
examined. (F) Quantification of the relative cell size of dUsp36 mutant, rescued cells, and of dUsp36 mutant cells expressing various members
of the TOR pathway. Area measurements of mutant cells relative to surrounding wild-type cells are shown. (**p , 0.001, independence chi-square test).
Genotypes: (A and B) y,w,hsFLP/+; Cg-Gal4, UAS-GFPnls/+; FRT80 dUsp36D43/FRT80 TubGal80 (C) y,w,hsFLP/+; Cg-Gal4, UAS-GFP-LC3/+;
FRT80 dUsp36D43/FRT80 TubGal80 (D) y,w,hsFLP/UAS-dUSP36; Cg-Gal4, UAS-GFP-LC3/+; FRT80 dUsp36D43/FRT80 TubGal80. Scale bar: 10 mm.
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instar larvae. At this developmental stage autophagy is activated
in wild-type cells28 and we detected autophagosomes in 20% of
them (Fig. 3G). In contrast, we observed that more than 80%
of the knocked-down cells contained autophagosomes (Fig. 3D
and G). We also observed that dUsp36-IR expressing cells
displayed a strong size reduction (Fig. 3D and H). These results
show that silencing dUsp36 by RNAi recapitulates the null
mutant phenotype.
Co-expression of the dUsp36-IR transgene and of an imd-IR
transgene, which had been previously shown to efficiently inhibit
imd gene expression,23 did not significantly modify the level of
autophagy induction (Fig. 3G) or the cell size reduction (Fig. 3H),
compared with cells expressing only the dUsp36-IR transgene.
These results indicate that autophagy activation and cell growth
inhibition induced by dUsp36 silencing are not caused by the
activation of the IMD pathway or the connected JNK pathway.
Cell growth inhibition and autophagy activation. Over-
expression of the autophagy regulator ATG1 in fat body cells
has been shown to strongly activate autophagy and cause cell
growth inhibition.26 Thus, we considered the possibility that
autophagy activation in dUsp36 mutant fat body cells might lead
to the observed growth defect. To test this hypothesis, autophagy
was inhibited in dUsp36-IR expressing cells by co-expressing an
RNAi transgene targeting Atg5,13 an obligatory component of the
autophagy machinery. We observed that cells expressing dUsp36-
IR and Atg5-IR showed a dramatic reduction of autophagy activity
(Fig. 3E and G). This result indicates that autophagy induced by
dUsp36 silencing requires Atg5 function. We then looked at the
relative size of cells expressing dUsp36-IR alone or in combination
with Atg5-IR. We found no significant differences in the size of
cells (Fig. 3H). Thus, we conclude that autophagy inhibition does
not significantly rescue the size of dUsp36 silenced cells.
We also expressed the dUsp36-IR transgene in the fat body of
wild-type or Atg1 null mutant larvae which further confirmed that
prevention of autophagy induction in dUsp36-IR expressing cells
does not modify the cell growth defect (Fig. S3). Altogether, our
findings show that the cell growth inhibition induced by dUsp36
loss of function is not a consequence of autophagy activation.
Conversely, we asked whether cell growth inhibition per se
could trigger autophagy. To this end, we inactivated the
dATAD3A/belphegor (bor) gene35 which encodes a mitochondrial
protein required for cell growth.31 FLPout mediated expression of
an RNAi construct targeting dATAD3A resulted in cell size
inhibition in the same range as dUsp36 inactivation (Fig. 3H).
However, none of the dATAD3A knockout cells showed GFP-
LC3 recruitment to autophagosomes (n = 38, data not shown).
This result indicates that cell growth inhibition is not sufficient
to activate autophagy and suggests that dUSP36 plays a specific
role in preventing autophagy activation.
Autophagy induced by dUsp36 inactivation requires the
p62/Ref(2)P protein. The p62 adaptor protein has been identi-
fied as a key component of selective autophagy.16 The Drosophila
p62 homolog, refractory to Sigma P (ref(2)P), shares similar
functional motifs36,37 and has been shown to play a major role
in the formation of ubiquitin-positive protein aggregates in the
Drosophila adult brain.38 To address the question of genetic
interactions between dUsp36 and ref(2)P, we used two ref(2)P
loss-of-function alleles: ref(2)Pod2, which lacks the PB1 domain
required for multimerization and formation of protein aggregates
and ref(2)Pod3, which lacks the UBA (ubiquitin-associated)
domain required for binding to ubiquitinated proteins.39 ref(2)P
homozygous mutants are viable and do not show any develop-
mental defects except male sterility.40 Compared with wild-type
larvae, dUsp36 null larvae are developmentally delayed and, at
96 h AEL, they are in 2nd larval instar whereas wild-type larvae
are in 3rd larval instar (Fig. S4). However, they do not exhibit
significant larval lethality before this time point (Fig. 4A). In
contrast, most of the ref(2)P, dUsp36 double mutant larvae
have died by 96 h AEL (Fig. 4A). This strong genetic interaction
is observed with the two ref(2)P alleles and prompted us to
investigate the role of ref(2)P in autophagy induced by dUsp36
inactivation.
We first performed Lysotracker staining. The pattern of the
few surviving double mutants revealed a striking difference
compared with that of dUsp36 mutant larvae (Fig. 4B and C).
Double mutant fat body cells showed either a complete absence
of lysosomes (Fig. 4C, arrow) or a juxta-nuclear accumulation of
Lysotracker-positive structures (Fig. 4C, arrowhead). To confirm
this result at the cellular level, we performed Lysotracker staining
on clones of dUsp36 null mutant cells generated either in a wild-
type or in a ref(2)Pod2 mutant background (Fig. 4D and E). The
autolysosomes observed in dUsp36 mutant cells were not present
in the ref(2)P; dUsp36 double mutant cells. This result suggests
that the p62/Ref(2)P protein is required for autophagy in dUsp36
mutant cells.
We then directly looked at autophagy by using the FLPout
method to clonally activate expression of the GFP-LC3 reporter
and of RNAi transgenes targeting dUsp36 and/or ref(2)P. We
observed that clones of cells co-expressing the dUsp36-IR and ref
(2)P-IR transgenes showed a significant reduction of autophagy
activity compared with cells expressing dUsp36-IR alone (Fig. 3F
and G). We have also quantified autophagy in white pre-pupae,
a stage during which nonselective autophagy is strongly activated
in fat body cells (Fig. S5). As expected, compared with wild-type
(WT) cells, Atg5-IR expressing cells have reduced autophagy
activity. This was not the case with ref(2)P-IR expressing cells in
which the autophagy levels are not modified. This indicates that
Ref(2)P is not required for nonselective autophagy but specifically
contributes to autophagy induced by dUsp36 loss of function.
Lastly the relative cell size is not significantly modified by ref(2)P
inactivation (Fig. 3H) further indicating that cell growth defects
are independent of autophagy induction in dUsp36 mutant cells.
The role of ref(2)P was also confirmed in a dUsp36 null mutant
background. For this, the MARCM system was used to drive
expression of GFP-LC3 and ref(2)P-IR in dUsp36 null mutant
cells. We observed that ref(2)P silencing significantly inhibited
autophagy induced in dUsp36 null mutant cells (Fig. S6). Taken
together, these results show that the p62/Ref(2)P protein
contributes to autophagy induced by dUsp36 inactivation.
dUsp36 loss of function leads to the accumulation of
ubiquitinated proteins in both the nucleus and the cytoplasm.
We have shown that autophagy in dUsp36 mutant cells is
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dependent on the p62/Ref(2)P protein, a key component of
ubiquitin-targeted autophagy. This suggests that, in the absence of
the deubiquitinating enzyme dUSP36, ubiquitinated substrates
accumulate and induce selective autophagy. We found that
ubiquitinated proteins were readily detected in the nucleus of
the dUsp36 mutant cells (Fig. 5A). They formed dense dots in
close association, but not colocalized with DNA. Importantly,
MARCM induced expression of the dUSP36 protein in dUsp36
mutant cells prevented the apparition of these nuclear aggregates
(Fig. 5B). This indicates that ubiquitinated proteins accumula-
tion results from dUsp36 loss of function. The dUSP36
deubiquitinating enzyme has been shown to deubiquitinate the
histone H2B in both Drosophila embryo and stem cells.25 In
accordance with a role in H2B ubiquitination, dUsp36 mutant
fat body cells accumulated ubiquitinated H2B in their nuclei
(Fig. S7). These results show that dUSP36 is required to prevent
nuclear accumulation of ubiquitinated proteins, among which the
histone H2B was identified.
Figure 3. Autophagy activation in dUsp36 silenced cells depends on Atg5 and ref(2)P. (A–C) Mid third instar larvae. Expression of the GFP-LC3 autophagy
reporter was clonally activated in fat body cells alone (A) or in combination with a dsRNA trangene targeting dUsp36 (B) using the FLPout method.
(C) Quantification of autophagy in cells expressing GFP-LC3 alone (WT) or in combination with the dsRNA trangene targeting dUsp36 (dUsp36-IR).
(D–H) Late third instar larvae. The FLPout method was used to express the GFP-LC3 reporter and the dUsp36-IR transgene alone (D) or in combination with
the Atg5-IR (E) or ref(2)P-IR (F) transgenes. (G) Quantification of autophagy in wild-type cells, in cells expressing the dUsp36-IR transgene alone, or in
combination with the imd-IR, Atg5-IR or ref(2)P-IR transgenes. (H) Quantification of the relative cell size of cells expressing the dATA3A-IR transgene or
the dUsp36-IR transgene alone or in combination with the imd-IR, Atg5-IR or ref(2)P-IR transgenes. (A, B and D–F) Confocal sections of fixed fat bodies
stained with GFP (green), Alexa 546-phalloidin (red) and DAPI (blue) are shown. G, H: Bracketed numbers represent the number of individual cells
examined. (** = p , 0.001, independence chi-square test). Genotypes: (A) y,w,hsFLP/+; UAS-GFP-LC3/+, Ac . CD2 . Gal4/+ (B) y,w,hsFLP/+;
UAS-GFP-LC3/UAS-dUsp36-IR, Ac . CD2 . Gal4/+ (D) y,w,hsFLP/+; UAS-GFP-LC3,UAS-dUsp36-IR/+, Ac . CD2 . Gal4/+ (E) y,w,hsFLP/UAS-Atg5-IR;
UAS-GFP-LC3,UAS-dUsp36-IR/+, Ac . CD2 . Gal4/+ (F) y,w,hsFLP/+; UAS-GFP-LC3,UAS-dUsp36-IR/UAS-ref(2)P-IR, Ac . CD2 . Gal4/+. Scale bar: 10 mm.
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By contrast with the nucleus, ubiquitinated proteins were not
readily observed in the cytoplasm of dUsp36 knockout cells
(Fig. 5A and C). We hypothesized that their elimination by
autophagy may have prevented their detection. Indeed, autophagy
inhibition using the Atg5-IR transgene revealed the presence of
numerous ubiquitinated proteins in the cytoplasm of dUsp36
silenced cells (Fig. 5D). Previous work showed that autophagy
inhibition induced accumulation of ubiquitinated aggregates in
the Drosophila38 and mouse41,42 central nervous system. In con-
trast, this was not observed in Atg5 silenced larval fat body cells
(data not shown). This indicates that the observed ubiquitinated
proteins are not due to autophagy inhibition by itself, but rather
to dUsp36 loss of function. Our observations thus show that
dUsp36 loss of function results in the accumulation of ubiquiti-
nated proteins, in both the nucleus and the cytoplasm where they
are permanently eliminated by autophagy.
As we had shown that the Ref(2)P/p62 protein contributes to
autophagy induced by dUsp36 inactivation, we asked whether
it accumulates in dUsp36 mutant cells. We first addressed this
point by overexpressing a Ref(2)P-GFP fusion protein in WT and
dUsp36-IR expressing cells (Fig. 6A and B). We observed that
Ref(2)P-GFP accumulates as dots in WT cells and that the size
and intensity of these dots were greatly enhanced in dUsp36
knockdown cells. To rule out the possibility that this result
might be due to Ref(2)P-GFP overexpression, we then used an
anti-Ref(2)P antibody to study expression of the endogenous
Ref(2)P protein. In WT and dUsp36-IR expressing fat body cells,
the Ref(2)P protein was detected at very low levels (Fig. 6C). In
contrast, in cells co-expressing dUsp36-IR and Atg5-IR, larger
Ref(2)P-positive dots were observed (arrows, Fig. 6D). This
indicates that accumulation of ubiquitinated proteins in dUsp36
mutant cells is correlated with accumulation of Ref(2)P and
supports our conclusion that the p62/Ref(2)P protein is required
to target ubiquitinated proteins induced upon dUsp36 inactiva-
tion to autophagy degradation.
Human USP36 is required for p62-dependent autophagy
inhibition. Human and Drosophila USP36 show 37% identity
in their catalytic domain and share two conserved domains at
their N and C-terminal parts.23,24 The human USP36 protein
was described to function in the nucleolus where it deubiquiti-
nates fibrillarin,43 but its role in autophagy is unknown. We
asked whether human USP36 would also be required to prevent
autophagy activation in cultured cells. We used specific short
interference (si)-RNA to reduce hUSP36 expression in GFP-
LC3 HeLa cells.7 We observed a drastic increase of GFP-LC3
dots, corresponding to GFP-LC3-containing autophagosomes
in siUSP36-treated cells compared with siControl-treated cells
(Fig. 7A, C and F). As observed in Drosophila, hUSP36 inactiva-
tion does not inhibit TOR pathway activity as judged by levels
of P-S6K and P-4EBP (Fig. S2B). An increase in the lipidated,
autophagosome-associated form of LC3 (LC3-II) was also
observed in siUSP36-treated cells (Fig. 7D). Reduction of ATG5
expression was used as a control of autophagy induction and
strongly prevented autophagosome formation (Fig. 7B and F).
Furthermore, as observed in Drosophila, reduction of ATG5
expression strongly prevented autophagosome formation in
hUSP36 silenced cells (data not shown). We next determined
if autophagosome detection subsequent to siUSP36 treatment
was the result of an increased autophagic flux or an accumula-
tion of basal autophagosomes due to the inhibition of their
degradation. First, we found that, in contrast to siATG5,
siUSP36 treatment did not lead to accumulation of endogenous
p62/SQSTM1 (Fig. 7E). Next, we analyzed autophagy in the
presence of bafilomycin A1 (BAF), an inhibitor of autolysosome
acidification. We found that BAF treatment further increased
the total number of GFP-LC3 puncta observed in siUSP36-
treated cells as compared with siControl (Fig. 7G). We also
observed a clear colocalization of GFP-LC3 and p62 indicating
that USP36 dependent autophagy results in p62 recruitment to
autophagosomes (Fig. S8A and S8B). Finally, we observed a
partial colocalization of the endogenous LC3B protein with the
lysosomal marker LAMP-1 (Fig. S8C and S8D) indicating that
autophagosomes induced upon hUSP36 inactivation are bona
fide autophagosomes capable of fusing with lysosomes. This
result strongly supports that reduced expression of USP36
induces de novo autophagosome formation.
We next tested whether autophagy induced by silencing
hUSP36 depends on p62. We found that GFP-LC3 HeLa cells
cotransfected with siRNAs targeting hUSP36 and p62 displayed
reduced number of autophagosome compared with single
siUSP36-transfected cells (Fig. 7H). Together, these results show
that autophagy induction upon hUSP36 silencing depends on
the p62 protein. Thus, the function of hUSP36 in autophagy
is conserved between Drosophila and human cells and relies on
the expression of p62.
Discussion
Our work identifies USP36 as a deubiquitinating enzyme that
inhibits selective, p62-dependent autophagy in Drosophila and
human cells and which is further required for cell growth in
Drosophila.
We found very reminiscent phenotypes between dUsp36 and
dTOR mutants. The TOR pathway regulates autophagy induc-
tion upon starvation in human and in Drosophila cells.13 This
pathway has also been shown to control cell growth in Droso-
phila.30 These similarities raised the possibility that USP36 is
required for activation of the TOR pathway. However, monitor-
ing TOR pathway activity in Drosophila larvae and in human
cells did not convincingly implicate USP36 in this pathway.
Moreover, in Drosophila epistastasis experiments indicate that
dUSP36 is not part of the TOR pathway. Thus, our results
strongly suggest that USP36 does not function in the TOR
pathway.
We next considered different hypotheses to account for the
growth defect of dUsp36 mutant cells. First, dUSP36 is a negative
regulator of the IMD pathway,23 suggesting that the constitutive
activation of this pathway may impair Drosophila normal
development as previously shown in other tissues.44 Second,
constitutive autophagy activation following dUsp36 inactivation
may directly inhibit cell growth.26 However, silencing either
Imd or Atg5 does not rescue the growth defect of dUsp36 mutant
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cells, which rules out these two hypotheses. This led us to
consider other mechanisms to explain the cell-growth defects
induced by dUsp36 loss of function. It has been shown that
hUSP36 regulates nucleolar structure and function in human
cells.43 If this function is conserved in Drosophila, it could
account for the growth defect of dUsp36 mutant cells as a result
of a general diminution of protein synthesis and metabolism.
However, when we examined fibrillarin nucleolar protein
expression by immunofluorescence as well as the levels of rRNA
transcription by quantitative RT PCR, we did not observe any
evidence of nucleolar dysfunction in dUsp36 mutants (data not
shown). In contrast, we observed the accumulation of ubiquiti-
nated proteins and in particular of the ubiquitinated form
of the known dUSP36 substrate H2B in the nucleus of the
mutant cells. This likely reflects profound defects in the chro-
matin structure of dUsp36 mutant cells. These defects may
interfere with gene expression and potentially inhibit cell growth.
Further investigations are needed to determine whether the
aberrant ubiquitination of histone H2B contributes to defective
cell growth of dUsp36 mutant cells.
Next, we characterized the role of the deubiquitinating
enzyme USP36 in autophagy. In both Drosophila and human
cell lines we observed accumulation of GFP-LC3 positive vesicles
when Usp36 was knocked down. These vesicles were dependent
on the presence of ATG1 and ATG5 indicating that they are
bona fide autophagosomes. This was confirmed using an anti-
LC3B antibody to detect the endogenous LC3 protein: we
observed an increase of the lipidated form of LC3 and of the
number of autophagosomes following USP36 inactivation in
human cell lines. Accumulation of autophagosomes could be
due either to de novo autophagosomes formation or to inhibition
of autophagosomes maturation. In Drosophila, the increase
in autophagosomes number was correlated with an increase of
lysosomes. In human cells, normal degradation of the autophagy
substrate p62 and partial colocalization of autophagosomes with
the lysosomal marker LAMP-1 were observed. Moreover,
bafilomycin A1, an inhibitor of autolysosome acidification, did
not block the effects of hUSP36 inactivation on autophagy.
These results indicate that the whole autophagy flux is activated
in the mutant cells. Thus, USP36 inhibits upstream events of
the autophagosome formation complex. In order to depict the
molecular involvement of USP36 in the autophagy flux regula-
tion, we tested the ability of USP36 to interact with several
autophagy-related proteins involved in this process. Through a
yeast-2-hybrid assay, we did not identify interactions between
hUSP36 and either ATG3/4/9/10/12, LC3, BECLIN 1, or
VPS34 (data not shown). However, we showed that autophagy
induced by Usp36 knockdown required the p62/SQSTM1
adaptor protein in both Drosophila and human cells. This result
implies that Usp36 knockdown induces selective ubiquitin-
mediated autophagy. The involvement of p62 suggests that
ubiquitinated substrates accumulate following Usp36 inactivation.
These ubiquitinated proteins may then be selectively recognized
and aggregated by p62, and ultimately targeted to autophago-
somes. This hypothesis is supported since cytoplasmic ubiquiti-
nated proteins and p62 itself accumulated in dUsp36 mutant cells
in which autophagy is inhibited. Therefore, autophagy is required
to degrade ubiquitinated proteins accumulating upon dUsp36
loss of function. Proteasome inhibition is known to promote the
accumulation of ubiquitinated proteins and activate autophagy.45
However, USP36 is unlikely to directly interfere with proteosomal
function. Indeed, despite extensive proteomic analysis of the
Figure 4. Genetic interaction between dUsp36 and ref(2)P. (A) Survival
rate of dUsp36 null mutant larvae or of ref(2)P; dUsp36 double mutant
larvae at 4 d AEL (**p , 0.001, independence chi-square test, n = 50
for each genotype). Fluorescent microscope imaging of unfixed fat
bodies from dUsp36 null mutant larvae (B) or ref(2)Pod2; dUsp36 double
mutant larvae (C) stained with Lysotracker Red (red) and Hoechst 33342
(blue). Confocal sections of fixed fat body cells stained with Lysotracker
Red (red), GFP (green), and DAPI (blue) from dUsp36 null mutant clone
generated either in a wild-type (D) or in a ref(2)Pod2 mutant background
(E). Genotypes: (B) dUsp36D43/dUsp36D43 (C) ref(2)Pod2/ref(2)Pod2;
dUsp36D43/dUsp36D43 (D) y,w,hsFLP/+; FRT79 dUsp36D43/FRT79UbiGFP
(E) y,w,hsFLP/+; ref(2)Pod2/ref(2)Pod2; FRT79 dUsp36D43/FRT79UbiGFP.
Scale bar: 10 mm.
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Figure 5. Ubiquitinated proteins accumulate
in dUsp36 mutant cells and are eliminated
by autophagy. Confocal sections of fat body
cells stained with nuclear GFP (green),
the FK2 monoclonal antibody detecting
ubiquitinated proteins (red), and DAPI
(blue). dUsp36 null mutant cells generated
by MARCM (A, A’) and dUsp36 RNAi silenced
cells generated by FLPout (C, C’) accumulate
nuclear ubiquitinated protein aggregates.
These aggregates are not observed in
rescued cells (B, B’). Cytoplasmic ubiquiti-
nated protein aggregates are observed
upon autophagy inhibition in Atg5; dUsp36
double knockout cells. Genotypes: (A, A’) y,w,
hsFLP/+; Cg-Gal4, UAS-GFPnls/+; FRT80
dUsp36D43/FRT80 TubGal80 (B, B’) y,w,hsFLP/
UAS-dUsp36; Cg-Gal4, UAS-GFPnls/+;
FRT80 dUsp36D43/FRT80 TubGal80 (C, C’) y,w,
hsFLP/+; UAS-GFPnls,UAS-dUsp36-IR/+, Ac .
CD2 . Gal4/+ (D, D’) y,w,hsFLP/UAS-Atg5-IR;
UAS-GFPnls,UAS-dUsp36-IR/+, Ac . CD2 .
Gal4/+. Scale bar: 10 mm.
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proteasome, USP36 has never been described as a proteosome
associated deubiquitinating enzyme. In metazoans, the three
proteasomal deubiquitinating enzymes are RPN11 (also known as
POH1), USP14 (the S. cerevisiae ortholog of which is known as
Ubp6), and UCH37 (also known as UCH-L5).46 Alternatively,
we propose that USP36 is required for the deubiquitination of
specific, as yet unknown, autophagy substrates thereby regulating
their targeting to autophagosomes (Fig. S9). Identification of
these substrates will provide a better understanding of the
molecular mechanisms involved in the selective elimination of
autophagy substrates mediated by p62.
Our study demonstrates that by preventing accumulation of
ubiquitinated proteins, USP36 inhibits selective autophagy and
thus identifies for the first time a deubiquitinating enzyme
controlling activation of selective autophagy. Interestingly, a
genome-wide siRNA screen in human cells has recently identified
two deubiquitinating enzymes, USP19 and USP24, as negative
regulators of autophagy under normal nutritional conditions.47
The mechanisms by which these two deubiquitinating enzymes
negatively regulate autophagy remain to be elucidated. This
suggests that USP36 may not be the only deubiquitinating
enzyme acting as an inhibitor of selective autophagy and that the
interplay between ubiquitination and deubiquitination partici-
pates in selective autophagy regulation.
Materials and Methods
Drosophila stocks and clonal analysis. Flies were reared at
25°C on standard cornmeal–yeast medium. dUsp36D43, a null
dUsp36 allele, and the UAS-dUsp36 transgene are described in
Thevenon et al.23 The strains required for clonal analysis and the
UAS-InR, UAS-Akt1 and UAS-S6K transgenic lines are from the
Bloomington Stock Center. The strains required for FLPout and
the UAS-Rheb transgenic line were from Dr. Leopold’s laboratory.
The RNAi transgenes, except UAS-Atg5-IR, were obtained from
the Vienna Drosophila RNAi Center. The UAS-GFP-LC3
Figure 6. The Ref(2)P/p62 protein accumulates in dUsp36 silenced cells. Confocal sections of fat body cells after FLPout induced expression of
the Ref(2)P-GFP fusion protein in wild-type (A) or dUsp36 knock-down cells (B). The size and intensity of Ref(2)P-GFP dots are enhanced by dUsp36 inactivation.
Expression of the endogenous Ref(2)P protein in fat body cells expressing the dUsp36-IR transgene alone (C) or in combination with Atg5-IR (D) shows that,
as ubiquitinated proteins, the endogenous Ref(2)P protein accumulates in Atg5; dUsp36 double knockout cells. Genotypes: (A) y,w,hsFLP/+; UAS-Ref(2)P-GFP/+,
Ac . CD2 . Gal4/+ (B) y,w,hsFLP/+; UAS-Ref(2)P-GFP,UAS-dUsp36-IR/+, Ac . CD2 . Gal4/+ (C) y,w,hsFLP/+; UAS-GFPnls,UAS-dUsp36-IR/+, Ac . CD2 . Gal4/+
(D) y,w,hsFLP/UAS-Atg5-IR; UAS-GFPnls,UAS-dUsp36-IR/+, Ac . CD2 . Gal4/+. Scale bar: 10 mm.
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transgene was provided by Dr. H. Stenmark. The UAS-Atg5-IR
and UAS-Ref(2)P-GFP transgenes and the null atg1 allele atg1D3D
were obtained from Dr. T. Neufeld. The Ref(2)Pod2 and Ref(2)Pod3
mutant alleles were obtained from Dr. S. Gaumer.
For clonal analysis in the fat body, 0–6 h embryos were
subjected to heat-shock for 1 h at 37°C and resulting female
L3 larvae were dissected at the indicated time point. For the
FLPout GAL4/UAS method, spontaneous activation of the
GAL4 transcription factor has been reported48 and allows for
the induction of GAL4 expressing cells without heat-shock.
Female L3 larvae were dissected at the indicated time point.
Immunocytochemistry and microscopy. Lysotracker staining
was performed on unfixed larval fat bodies as described in Scott
et al.13 Images were obtained with a Zeiss Axiovert 200M
microscope.
For immunocytochemistry, lateral lobes of larval fat bodies
were dissected in PBS and fixed for 30 min in 4% paraformalde-
hyde. For quantification of cell size and autophagy levels,
Figure 7. The reduced expression of USP36 induces p62-dependent autophagy in human cells. Confocal section of GFP-LC3-HeLa cells transfected
with control siRNA (A), or siRNA targeting either ATG5 (B) or USP36 (C). Western blot analysis of LC3 (D) and p62 (E) expressions in total cell lysates.
(F–H) Quantification of GFP+ vesicles per cell profile. Comparison of siControl, siATG5 and siUSP36-transfected cells (F), of siControl and siUSP36-
transfected cells treated with bafilomycin A1 (BAF, G) and of siControl, siUSP36, sip62 and siUSP36+sip62-transfected cells (H). Results are expressed
as the relative fold induction of dots number in siATG5 or siUSP36, sip62 or siUSP36+sip62-treated cells compared with control cells for 3 individual
experiments (**p , 0.01, *p , 0.05, Student’s test).
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after rinsing in PBS, samples were incubated overnight at 4°C
in 2 U/ml Alexa Fluor 546 Phalloidin (Invitrogen, A22283).
For antibody staining, samples were blocked for 1 h in PBS,
0.1% Triton X-100, 5% normal goat serum and then incubated
overnight at 4°C with the FK2 monoclonal antibody (Millipore,
04–263) diluted 1:10,000, with the anti-ubiquitinated Histone
H2B antibody (Millipore, clone 56) diluted 1:500 or with
the anti-Ref(2)P antibody39 diluted 1:500. After mounting in
DAPI containing Vectashield (Vector Laboratories, H-1200), the
samples were imaged with a 40x or 63x magnification (oil
immersion) using a Leica TCS SP2 confocal microscope and the
LCS software. Cell size was quantified as the ratio between the
areas of a GFP+ cell and of neighboring GFP- cells.
GFP-LC3-HeLa cells were fixed with 4% paraformaldehyde
and analyzed using a Zeiss Axiovert 100M microscope equipped
with the LSM 510 system and observed with a magnification
of 63 (oil immersion). The number of GFP+ vesicles per cell
profile was enumerated from one single plan section per cell. The
number of GFP+ vesicles was counted using 100 to 200 cells for
each independent experiment.
Bafilomycin A1 for flux experiments was purchased from
Sigma (Sigma, B1793). GFP-LC3 HeLa cells were treated for
5hrs with 100 nM of bafilomycin.
Human cells and antibodies. HeLa and GFP-LC3-HeLa cells
were maintained in RPMI 1640 supplemented with 0.5mg/mL
gentamicin, 2mM L-glutamine and 10% fetal calf serum. Anti-
actin (A2066), anti-LC3B (L7543) and anti-ATG5 (A0856) were
purchased from Sigma. Anti-p62 (sc-28359) was purchased from
Santa Cruz biotechnology. Anti-rabbit HRP (NA 934) was
purchased from Amersham Biosciences. Anti-LAMP1 (555798)
was purchased from BD Pharmigen.
Small interfering RNA experiments. Smartpool si-ATG5, si-
p62, si-USP36 and control si-RNA were from Dharmacon. 2.105
HeLa or HeLa-GFP-LC3 were plated in 6-well plates 24 h prior
to transfection with 100 pmol si-RNA using Lipofectamine
RNAiMAX (Invitrogen, 13778-100) according to manufacturer’s
instructions.
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L’ubiquitination et le trafic endocytaire régulent la réponse 
immunitaire de la drosophile 
Le système immunitaire inné repose sur la détection de motifs microbiens et l’activation de réponses 
adaptées, parmi lesquelles les voies de signalisation dépendantes des facteurs NF-κB jouent un rôle primordial. 
Ces voies sont finement régulées afin d’éviter une réponse immunitaire excessive et soutenue dans le temps qui 
peut causer de nombreuses pathologies, comme les maladies auto-immunes et pro-inflammatoires. Au cours de 
ma thèse, j’ai élucidé certains mécanismes de régulation des voies de signalisation NF-κB, Toll et IMD, chez la 
drosophile, qui reposent sur l’ubiquitination de protéines et leur dégradation par la voie endocytaire ou le 
protéasome. 
L’ubiquitination réversible des protéines est une modification post-traductionnelle qui permet de réguler 
leur activité, leur stabilité et leur localisation subcellulaire. En particulier, l’ubiquitination des récepteurs 
membranaires peut servir de signal d’endocytose et de dégradation lysosomale. Chez la drosophile, le récepteur 
PGRP-LC reconnaît spécifiquement le peptidoglycane (PGN) bactérien de type acide diaminopimélique et induit 
la voie de signalisation IMD. J’ai montré que PGRP-LC est ubiquitiné, internalisé et dégradé par la voie 
endocytaire. Dans ce processus, j’ai identifié le rôle majeur de la déubiquitinase USP8 qui contrôle la 
dégradation de PGRP-LC ubiquitiné. J’ai aussi mis en évidence que la stimulation de la voie IMD par les PGN 
augmente l’internalisation et la dégradation de PGRP-LC, assurant l’élimination des récepteurs après que la voie 
IMD ait été activée. En outre, j’ai participé à des études visant à comprendre le rôle des déubiquitinases USP2, 
USP34 et USP36, préalablement sélectionnées par l’équipe comme des régulateurs négatifs des voies IMD et/ou 
Toll. Mes résultats ont notamment contribué à montrer que USP2 agit principalement au niveau de la protéine 
adaptatrice Imd, en permettant l’hydrolyse de ses chaînes d’ubiquitine K48 et sa dégradation par le protéasome. 
Finalement, j’ai observé que USP2 interagit également avec PGRP-LC et favorise l’hydrolyse des chaînes K48 
associées à ce récepteur, bien que dans ce cas, la dégradation des formes poly-ubiquitinées K48 de PGRP-LC ne 
dépende pas du protéasome, mais des protéines de la voie endocytaire Hrs, Rab5 et de la déubiquitinase USP8. 
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Ubiquitination and endocytic trafficking regulate the 
immune response in Drosophila 
The innate immune system relies on the recognition of “non-self” and on the activation of adapted 
responses, among which NF-κB signaling pathways play a crucial role. These pathways are tightly regulated, in 
order to prevent an excessive and sustained immune response, responsible for several pathologies, such as 
autoimmune and pro-inflammatory diseases. During my PhD thesis, I elucidated some Drosophila regulatory 
mechanisms of NF-κB pathways, Toll and IMD, which rely on protein ubiquitination and their subsequent 
degradation by the endocytic pathway or proteasome. 
Reversible ubiquitination of proteins is a post-translational modification, regulating their activity, their 
stability and the subcellular localization. In particular, ubiquitination of membrane receptors could trigger their 
internalization and their subsequent lysosomal degradation. In Drosophila, the PGRP-LC receptor specifically 
recognizes diaminopimelic acid containing peptidoglycan (PGN) and induces the IMD signaling pathway. I 
proved that PGRP-LC receptor is ubiquitinated, internalized and degraded by the endocytic pathway. In this 
process, I identified the major role of the USP8 deubiquitinating enzyme, which controls the degradation of 
ubiquitinated PGRP-LC. Besides, I showed that the IMD stimulation by PGN enhances the PGRP-LC 
internalization and its degradation, ensuring receptors elimination once the IMD pathway has been activated. 
Moreover, I took part to studies, aiming to understand the role of USP2, USP34 and USP36, previously selected 
by the team as negative regulators of the IMD and/or Toll pathways. In particular, my results showed that USP2 
principally acts at the Imd level, allowing for the hydrolysis of its K48 poly-ubiquitin chains and its proteasomal 
degradation. Finally, I observed that USP2 also interacts with PGRP-LC and favors the hydrolysis of PGRP-LC 
associated K48 chains, whereas the degradation of K48 poly-ubiquitinated PGRP-LC is independent from the 
proteasome, but rather depends on the Hrs and Rab5 endocytic proteins and on the USP8 deubiquitinating 
enzyme. 
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